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1. Einleitung

Bereits im Jahre 1761 beschrieb der Londoner Arzt John Hill den Gebrauch von
Schnupftabak als eine mdgliche Ursache flr Nasenkrebs. Im Jahre 1775 nahm der
britische Chirurg Pott an, dass der Beruf des Schornsteinfegers mit Skrotumkrebs
ursachlich zusammenhangen konnte. Seitdem wahrt die Suche nach dem Prinzip der
Krebsentstehung, um die Krankheiten zu heilen und vor allem um praventive
Malnahmen zu finden. Heute gilt der Zusammenhang zwischen Krebsentstehung

und Umweltfaktoren als nachgewiesen.

Die Kanzerogenese ist nach heutigem Verstandnis ein Mehrstufenprozess,
bestehend aus Initiation, Promotion und Progression. Der initiale Schritt der
Kanzerogenese ist die Schadigung der DNA, eine notwendige, aber nicht
hinreichende Voraussetzung fur die Entstehung und Manifestation von Tumoren. Bei
der Initiation fuhrt ein genotoxisches Ereignis zu Veranderungen an der DNA, die
bereits nach einer Zellteilung als irreversible Schaden erhalten bleiben kénnen. UV-
und ionisierende Strahlung, Exposition mit Chemikalien und die endogene Belastung

durch oxidativen Stress gelten als die wesentlichen Ursachen fur die Initiation.

1.1 Bioaktivierung und Schicksal genotoxischer Substanzen in vivo

Die Wirkung genotoxischer Kanzerogene beruht haufig auf ihrer Fahigkeit, mit der
DNA zu reagieren und so DNA-Schadigungen zu verursachen. Die meisten dieser
Substanzen sind nicht genotoxisch per se. Sie erlangen diese Fahigkeit erst nach
metabolischer Aktivierung. Letztere ist eine Konsequenz des Fremdstoff-
metabolismus, einer Abfolge von chemischen Reaktionen, die Lebewesen befahigt,
die aufgenommenen, oftmals lipophilen Fremdstoffe in polarere, effizient
ausscheidbare Substanzen zu uberfuhren. Beim Metabolismus von resorbierten
Fremdstoffen steht die Bildung DNA-reaktiver Metaboliten der Sequestrierung des
Fremdstoffes gegenliber (Abb. 1.1). Die entstehenden toxischen Intermediate
werden meistens durch Konjugationsreaktionen abgefangen (z.B. durch
Glutathionkonjugation) und anschlieffend ausgeschieden. Nur ein kleiner Teil bindet

an die DNA und verursacht primare DNA-Schadigungen (Abb. 1.1). Die Menge der
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Metaboliten, die mit der DNA reagieren kann, wird durch die empfindliche Balance
zwischen Prozessen der Sequestrierung, der Bioaktivierung und der Bioinaktivierung
bestimmt. Strukturelle und damit verbundene elektronische und sterische
Eigenschaften entscheiden Uber die chemische Reaktivitat und die Detoxifizierbarkeit

der betroffenen Metaboliten.

Resorbierter Fremdstoff Tumor

/ N\ 1

] Bioaktivierung )
Sequestrierung Mutation

N p

DNA-reaktive DNA-
Metaboliten Addukte
e
Bioinaktivierung DNA- /
Ausscheidbare Reparatur
Metaboliten <« —— Zelltod

Abbildung 1.1 Herkunft und Konsequenz der DNA-reaktiven Metaboliten.

1.2 Biomarker

1.2.1 Allgemeines

Zur Erfassung der toxifizierenden Prozesse werden sogenannte Biomarker beim
Uberwachungssystem (Biomonitoring), das vor allem in der Arbeitsmedizin
angesiedelt ist, eingesetzt. Als Biomarker bezeichnet man biochemische und
biologische Endpunkte, die Veranderungen biologischer Systeme, welche mit der
Exposition gegen bestimmte Noxen bzw. ihren toxischen Effekten einhergehen,
widerspiegeln.

Das Monitoringverfahren ist hierarchisch nach dem Prinzip der Dosis-
Wirkungsbeziehung und mit der Zielsetzung zur Pravention aufgebaut. Die aullere
Dosis, die innere Dosis und die biologisch wirksame Dosis werden Uberwacht.

Letztere fuhrt zu biologischen Effekten, zu veranderten Funktionen und schlief3lich
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zur Krankheit (Abb. 1.2). Im Rahmen dieser Kaskade ist das humane Biomonitoring
der uUbergeordnete Begriff fur die Bestimmung der inneren Dosis, der biologisch

wirksamen Dosis und von frihen, messbaren biologischen Effekten.

Einflussfaktoren:

Endogen:
Polymorphismen von
fremdstoffmetabolisier-
enden Enzymen,
Aktivitat der an DNA
Reparaturmechanismen
beteiligten Enzyme

Exogen:
Lebensgewohnheiten, wie
Rauchen,

AuRere Dosis:
Konzentration in der Umwelt

—

Innere Dosis: ]

Tatsachlich aufgenommene <«——
Dosis

—

Biologisch wirksame <«—
Dosis

—

Frihe biologische @ «—

Umweltmonitoring

Human-Biomonitoring

Belastungsmonitoring:
innere Belastung, Stoff- und/
oder Metabolitenkonzentration

Beanspruchungsmonitoring:
Protein- oder DNA-Addukte

Effektmonitoring:
Mikrokerne,

Alkoholkonsum, Effekte .
Medikamenteneinnahme, _ Chromosomenaberranonen
Essgewohnheiten l Mutationen

Krankheit

Abbildung 1.2
Anlehnung an Henderson et al. 1989; Lowry 1995; Farmer et al. 1996).

Angewandte Monitoringverfahren und deren praktische Relevanz (In

In epidemiologischen Untersuchungen steht am Anfang der Kaskade das Belas-
tungsmonitoring. Hier wird die innnere Belastung durch die Stoff- und
Metabolitenkonzentration in Korperflussigkeiten (z.B. Plasma, Urin) wiedergegeben.
Bei den gemessenen Metaboliten handelt es sich meistens nicht um das DNA-
reaktive Intermediat, das aufgrund seiner Reaktivitdt nur schwer zu erfassen ist.
Somit steht das Belastungsmonitoring nur in indirektem Zusammenhang zum
toxischen Ereignis. Im Beanspruchungsmonitoring dagegen hangen die gemessenen
DNA-Schadigungen kausal mit der Initiation der Kanzerogenese zusammen.
Theoretisch genugt eine einzige initialisierte Zelle, um Krebs zu induzieren. Zu den
Parametern des Effektmonitorings zahlen die frihen biologischen Effekte, wie
und Effekt-

monitoring erfordern in der Regel eine invasive Probennahme. Bei Menschen steht

chromosomale Aberrationen oder Mikrokerne. Beanspruchungs-
dafir meistens nur das Blut zur Verfugung, so dass Effekte im Zielorgan der
Kanzerogenese ubersehen werden kdénnen. Zudem werden alle diese Parameter

durch endogene und exogene Faktoren beeinflusst.
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In den letzten Jahrzehnten hat sich die Forschung bemuht, Biomarker zu finden, die
keine invasive Probennahme erfordern und trotzdem unmittelbar mit dem toxischen
Ereignis im Zusammenhang stehen. Solche Biomarker kdnnen ausgeschiedene
Metaboliten sein, die mit DNA-reaktiven Metaboliten einhergehen. Sie spiegeln die
Aktivitat der Bioaktivierung und Bioinaktivierung wider. Sie geben zudem Auskunft
daruber, gegenuber welchen Fremdstoffen die betroffenen Individuen exponiert
waren. Die Klasse der N-Acetylcystein-S-Konjugate, auch Mercaptursauren genannt,
ist ein typisches Beispiel flir die oben beschriebenen, chemisch spezifischen
Biomarker. Daruber hinaus kommt eine besondere Aufmerksamkeit den
Nukleobasen- und Nukleosidaddukten zu, welche die DNA-Schadigung des ganzen
Organismus erfassen sollen. Im Folgenden wird die Bildung der Mercaptursauren

und Nukleobasenaddukte beschrieben.

1.2.2 Glutathionkonjugation und die Bildung von Mercapturséauren

Die  Konjugationsreaktion mit  Glutathion (GSH) ist der wichtigste
Schutzmechanismus der Zelle vor Elektrophilen. Die Reaktion lauft zwar auch
spontan ab, doch kann die Reaktionsgeschwindigkeit durch Glutathion-S-
Transferasen (GST) erheblich gesteigert werden. Ziel dieser Konjugationsreaktion ist
es, elektrophile Metaboliten abzufangen, um so die Zelle effektiv vor deren Angriff zu

schutzen.

In der Zelle entstehende GSH-Konjugate inhibieren die GST -Aktivitat (Akerboom &
Sies 1989), so dass sich die Notwendigkeit des Transportes, des Abbaus und der
Ausscheidung ergibt. Die Konjugate werden durch die ATP-abhangige GS-X-
Pumpe und verschiedene Carrierproteine aktiv aus der Zelle transportiert und weiter
prozessiert (Lash & Jones 1984; Ishikawa 1992; Zaman et al. 1995). Bei Menschen
und Ratten werden Glutathionkonjugate bevorzugt als Mercaptursauren

ausgeschieden (Commandeur et al. 1995).

Der Mercaptursaure-Weg ist ein Multi-Organ-Prozess. Die Konjugation mit GSH
erfolgt hauptsachlich in der Leber. Fur die gebildeten GSH-Konjugate befinden sich
aktive Transporter auf der kanikularen und sinosoidalen Membran. Die
Substrataffinitdt der kanikularen Transporter erhoht sich mit steigendem

Molekulargewicht der zu transportierenden Verbindung. So gelangen grof3e Molekule
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bevorzugt in die Galle, wahrend kleinere in das Blut Ubergehen. Die Konjugate
werden nun in mehreren Schritten zum entsprechenden Cystein-Konjugat abgebaut,
unabhangig davon, ob sie Uber die Blutbahn in die Niere oder Gber die Galle in den
Intestinaltrakt gelangen. Die Reaktionen werden durch die y-Glutamyltranspeptidase
und die Cysteinglycindipeptidase bzw. Aminopeptidase M katalysiert. Das Cystein-
Konjugat kann dann durch die Cystein-S-Konjugat-N-Acetyltransferase zur
Mercaptursaure acetyliert oder durch die B-Lyase zum Sulfhydrylderivat des
Fremdstoffes abgebaut werden. Je nach Spezies werden Metaboliten verschiedener
Zwischenstufen renal ausgeschieden. Der Mensch und die Ratte scheiden bevorzugt
die Mercaptursaure als Endprodukt aus, wahrend Meerschweinchen und Kaninchen
andere Endprodukte, wie das S-Konjugat des 3-Mercaptopyruvates (Commandeur et
al. 1995) bilden. Die wichtigsten Zwischenstufen des Katabolismus von Glutathion-S-
Konjugaten und die daran beteiligten Enzyme und Organe sind in Abbildung 1.3

vereinfacht dargestellt.
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(6] 0]

A\ (\N
/C—Gly a /C—Gly
RX + HS_CHZ_C\H —_— R_S—CHZ'C\H
NH—GIlu NH—GIlu
GSH R-SG
b Glu
A
,C—OH O\\
R—S—CH,~CH C—Cly
NH—C—CH, R—S=CH,~CH
g NH,
R-NAc d O\\ Cc R-CG
\ ,C—OH
e R—S—CH,"CH
NH,
Gly
R-Cys
e N -
R-NAc R-NAC ———— > R-NAc
I It
R-Cys R-Cys «—— R-Cys
LeberRX — R-SG
)
I
Galle R-SG
P
- R-CG R-SH
=]
m — R-Cys| R-CG
|
Dinndarm h
R-SG R.SG
/ P -
R-CG R-SG —>
rd
«— R-Cys
“ Niere
«—— R-NAc
)
Faeces Urin

Abbildung 1.3 Der Katabolismus von GSH-Konjugaten und die Bildung entsprechender
Mercaptursauren. a) Glutathion-S-Transferase (GST); b) y-Glutamyltranspeptidase; c) Cystein-
glycindipeptidase und Aminopeptidase M; d) Cystein-Konjugat-N-Acetyltransferase; e) N-
Deacetylase

R-SG: Glutathion-S-Konjugat; R-CG: Cysteinylglycin-S-Konjugat; R-Cys: Cystein-S-Konjugat;
R-NAc: N-Acetylcystein-S-Konjugat = Mercaptursauren; RX: elektrophile Stoffe (in Anlehnung an

Commandeur et al. 1995).
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1.2.3 Nucleobasenaddukte im Harn

Der grofdte Teil der DNA-Addukte verursacht keine bleibenden DNA-Schadigungen:
Modifizierte Nukleotide, Nukleoside und Nukleobasen werden durch DNA-Reparatur,
Zelltod oder spontane Depurinierung bzw. Depyrimidinierung freigesetzt und

ausgeschieden.

Das Vorhandensein modifizierter Nukleobasen in humanem Urin wurde bereits im
Jahre 1898 von Kruager und Salomon (1898 a,b) entdeckt. Sie fraktionierten 10000 |
Urin und isolierten einige Gramm 7-Methylguanin. Das methylierte Guanin stammt
allerdings in erster Linie aus den methylierten Nukleobasen der tRNA, die durch
normalen tRNA-Turnover und fehlende Wiederverwendung ausgeschieden werden
(Adams et al. 1981). Exposition gegenuber methylierenden Agentien wie N-Nitroso-
dimethylamin verursacht eine erhdhte Ausscheidung dieser Nukleobase in
Versuchstieren (Craddock & Magee 1967). Diese Beobachtung bildete die Basis der
spateren Arbeit Uber die Ausscheidung von Nukleobasenaddukten, die sich von der
Exposition mit kanzerogenen Substanzen herleiteten. Dem folgte die ldentifizierung
eines Guaninaddukts des Benzo[a]pyren-7,8-diol-9,10-oxids im Urin (Autrup &
Seremet 1986) bzw. Faeces (Tierney et al. 1987) von Versuchstieren nach
Behandlung mit Benzo[a]pyren. Inzwischen wurde die quantitative Bestimmung des
Aflatoxin B1-Guanin-Adduktes erfolgreich in epidemiologischen Studien eingesetzt
(Ross et al. 1992; Qian et al. 1994).

Die Ausscheidung der Alkylpurine ist ein indirekter Hinweis auf die Resistenz
modifizierter Nukleobasen gegenuber katabolischen Enzymen, die in den Purin-
Metabolismus involviert sind. Mehrere Studien konnten zeigen, dass 7-Methylguanin
und 3-Methylguanin unabhangig vom Applikationsweg unverandert ausgeschieden
werden (Craddock & Magee 1967; Hanski & Lawley 1985; Shuker et al. 1987).
Ebenso fand Frandsen (1997), dass das Guanosinaddukt von 2-Amino-1-methyl-6-
phenylimidazo[4,5-b]pyridin  ( PhIP) in der Ratte zum gro3en Teil unverandert

ausgeschieden wird.

Aufgrund der extrem kleinen Mengen der Nukleobasen- bzw. Nukleosidaddukte, die
realistischer Weise renal oder biliar ausgeschieden werden, ist deren Nachweis stets

mit hohem analytischen Aufwand verbunden. Aus dem gleichen Grund wurden
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bislang nur wenige Nukleobasenaddukte identifiziert. Dadurch, dass sie die
Primarschaden der DNA reflektieren, werden sie als nicht-invasive

substanzspezifische Biomarker der Zukunft angesehen.

1.2.4 Die Bedeutung der Mercapturséuren und der Nukleobasenaddukte als

Biomarker

Die Etablierung von Mercaptursauren und Basenaddukten als Biomarker hat einen
besonderen Stellenwert im Biomonitoring. Zunachst sind Mercaptursauren und
Nukleobasenaddukte substanzspezifisch. Sie beinhalten die chemische Struktur des
genotoxischen Agens und eignen sich daher zur Dekuvrierung von genotoxischen
Substanzen, die fur bestimmte Individuen oder Populationen eine Belastung
darstellen. Bei Belastung mit bekannten Substanzen kénnen Mercaptursauren und
Nukleobasenaddukte zur Einschatzung der internen Dosis eingesetzt werden. Durch
die rasante Entwicklung der instrumentellen Analytik ist die Erfassung renal
ausgeschiedener Mercaptursaure von bestimmten Substanzen in den letzten
Jahrzehnten mehr und mehr zur Routine geworden (van Welie et al. 1992). Die
Bestimmung der Ausscheidung von Nukleobasenaddukten dagegen steht noch am
Anfang. Wegen der Herkunft der beiden Verbindungsklassen wurde ihre Anwendung
zur Bestimmung der effektiven Dosis diskutiert (van Welie et al. 1992; Legator et al.
1993). Daruber hinaus koénnten renal ausgeschiedene Mercaptursauren und
Nukleobasenaddukte als Biomarker zur Einschatzung der individuellen Suszeptibilitat
eingesetzt werden. Dieser Aspekt ist in dieser Arbeit von besonderer Bedeutung und

wird deshalb im Folgenden detailliert dargelegt.

Bei der Betrachtung der Toxizitat einer Substanz sollten neben der eigentlichen
Reaktivitat auch die im Wesentlichen daran beteiligten Prozesse der metabolischen
Aktivierung bzw. Inaktivierung bertcksichtigt werden. Dabei wird die effektive
Konzentration im Zielgewebe durch die Balance zwischen toxifizierenden und
detoxifizierenden Prozessen bestimmt, die wiederum von der Kapazitat und Aktivitat
der beteiligten Enzyme, der Verfugbarkeit der Cofaktoren sowie der
Transportvorgange beeinflusst werden. Hierbei konnen bereits geringfugige
Veranderungen (z.B. genetische Polymorphismen) die Empfindlichkeit von

Versuchstieren aber auch von Menschen gegenuber toxikologischen Wirkungen
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vorgegebener Stoffe verandern. Im Bereich der Arzneimittel sind diese
Zusammenhange Gegenstand der Pharmakogenetik. Der gleiche Nexus existiert
auch bei der Exposition gegenuber Umweltstoffen, deren Besonderheiten haufig in
der niedrigen Expositionsmenge und der langen Expositionsdauer liegen. Uberdies
ist eine schwer kalkulierbare Koexposition moglich, die das Gleichgewicht der
Toxifizierung und Detoxifizierung beeinflussen kann. Die Bildung und Ausscheidung
von Mercaptursauren und Nukleobasenaddukten spiegeln die toxifizierenden und
detoxifizierenden metabolischen Aktivitaten wider und kdnnen deshalb zur Erfassung
substanzabhangiger, genetisch bedingter Suszeptibilitaten verschiedener Individuen

angewendet werden.

In neuen Forschungsansatzen zur Beurteilung eines Zusammenhanges zwischen
einer Krankheit und einer bestimmten Substanzgruppe wurde nicht nur die
Expositionshohe der Erkrankten und Nichterkrankten verglichen, sondern auch deren
substanzbezogenen  genetischen Dispositionen. Die Bestimmung  der
ausgeschiedenen Mercaptursauren bzw. Nukleobasenaddukte eréffnet neue nicht-
invasive Moglichkeiten, neben den indirekten Assoziationen der klassischen
Epidemiologie auch kausale Zusammenhange herzustellen.

1.3 1-Methylpyren (MP) und 1-Hydroxymethylpyren (HMP)

Im Zentrum dieser Arbeit stent HMP, ein Metabolit des Hepatokanzerogens MP. MP
wurde von Kruber & Grigoleit (1954) erstmals in Steinkohlenteer entdeckt. Weitere
Quellen der Substanz sind Zigarettenrauch-Kondensat, Autoabgase und
Cellulosepyrolysat (Kubota et al. 1975, Yu & Hites 1981)

MP ist bei Zugabe von S9-Mix als externem Aktivierungssystem im Ames-Test
mutagen (Rice et al. 1988). Es induziert Lebertumoren in neugeborenen mannlichen
Mausen (Rice et al. 1987).

In vitro wird MP an verschiedenen Positionen durch Cytochrom P450-Enzyme
oxidativ umgesetzt. Die Produkte der Oxidation sind Phenole des MP bzw. des HMP.

In einer in vitro Untersuchung mit mikrosomaler Fraktion der Rattenleber wurden
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neben Phenolen auch Dihydrodiole und Chinone des MP identifiziert (Abb. 1.4) (Rice
et al. 1988). Wichtige humane CYP, z.B. 3A4, 1B1 und 2E1, haben eine ausgepragte
Praferenz (> 80 % der gesamten Metaboliten) fur die Bildung von HMP, wahrend

CYP der Ratte auch Oxidationen am Ringsystem katalysieren (Engst et al. 1999).

HMP wirkt als Initiator und Promotor fur die Bildung von ATPase-defizienten
Leberfoci in weiblichen bzw. neugeborenen Ratten (Glatt et al. 1994c). Daruber
hinaus ist HMP ein Substrat fur verschiedene Sulfotransferasen (SULT). Das
Sulfonierungsprodukt, 1-Sulfooxymethylpyren (SMP), wurde in vitro als Metabolit des
HMP identifiziert (Landsiedel 1998). Die SULT katalysierte O-Sulfonierung kann
bioaktivierend wirken (Abb. 1.4). Die Sulfatester allylischer bzw. benzylischer
Alkohole und aromatischer Hydroxylamine sind starke Elektrophile, die bevorzugt
uber einen Sy1 Mechanismus mit der DNA reagieren. Die Reaktion ist dadurch
besonders begunstigt, dass die Sulfatgruppe eine gute Abgangsgruppe darstellt und
dass das entstehende Kation Uberdies mesomeriestabilisiert ist (Boberg et al. 1983;
Glatt 1997; 2001). SULT werden in der Ratte vor allem in Parenchymzellen der Leber
exprimiert (Glatt et al. 1990). Dementsprechend wurde bei in vitro Inkubationen mit
HMP in Leberparenchymzellen eine um das 10- bis 200-fach hohere DNA
Addukthaufigkeit gefunden als in Endothelzellen oder Kupfferzellen (Monnerjahn et
al. 1993). Auch humane SULT konjugieren HMP. Im Menschen sind SULT weniger
stark auf die Leber konzentriert als bei der Ratte. Hohe Proteinexpression und
Enzymaktivitat der SULT1A3 wurden z.B. in der Mucosa des Jejunums und des
Colons gefunden (Teubner et al. 1998; Eisenhofer et al. 1999; Glatt, 2001). Das
Protein und die RNA der SULT4A1 wurde sogar nur im Gehirn identifiziert (Falany et
al. 2000). Fur mehrere dieser humanen SULT (insbesondere 1A1, 1E1 und 2A1)
wurde die Fahigkeit, HMP zu aktivieren, nachgewiesen (Glatt et al. 1995; 1998). In
der Abbildung 1.4 sind die oben beschriebenen Wege der Sequestrierung und

Bioaktivierung von MP zusammengefasst.
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1.4 Fragestellung

Chemisch spezifische Biomarker wie Mercaptursduren und Nukleobasen- bzw.
Nukleosidaddukte koénnen helfen, das toxische Potenzial von Substanzen zu
erkennen. Wahrend Mercaptursauren die Detoxifizierung durch Glutathion
reprasentieren, dokumentieren Nukleobasen- und Nukleosidaddukte parallel dazu

das Auftreten eines Primarschadens in der DNA.

Im Hinblick auf die Ubergeordnete Fragestellung, ob sich Mercaptursauren und
Nukleobasen- bzw. Nukleosidaddukte als Biomarker fur MP eignen, sollte im
Rahmen dieser Arbeit die Ausscheidung von N-Acetyl-S-(1-methylpyrenyl)-L-cystein,
der Mercaptursdure des SMP, und die Ausscheidung des N%(1-Methylpyrenyl)-
desoxyguanosins, eines moglichen Abbauproduktes des DNA-Adduktes von SMP, in
der Ratte nach Applikation von HMP und MP untersucht werden.

Ideale Biomarker reagieren empfindlich auf Veranderungen der toxifizierenden bzw.
detoxifizierenden Systeme. Ob die zu untersuchende Mercaptursaure und das
Nukleosidaddukt diese Eigenschaft besitzen, sollte in dieser Arbeit untersucht
werden. Dazu war es notwendig, zu erkennen, welche Stoffwechselvorgange
malfdgeblich an der Detoxifizierung und Elimination des HMP beteiligt sind. Das
erforderte umfassende Untersuchungen zum Metabolismus von HMP. Basierend auf
den Ergebnissen der Metabolismusuntersuchungen konnen die detoxifizierenden
Stoffwechselvorgange moduliert werden (z.B. durch Nahrungs- bzw. Genussmittel
oder Medikamente), um herauszufinden, ob a) die Stérung der Detoxifizierung die
Bildung von Primarschaden beglnstigt und b) ob die oben beschriebenen Biomarker

die Anderung widerspiegeln.



Experimenteller Teil 13

2. Experimenteller Teil

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tandem-Massenspektrometer mit Atmospharendruck-lonisation: Triple Quadrupol
Quattro I mit Elektrosprayionisation (ESI) und chemischer lonisation bei
Atmospharendruck (APcl), Steuerprogramm Masslynx Version 2.2-3.1 (Micromass,
Altincham, UK), Infusionspumpe Harvard 22 (Harvard, South Natic, USA)

Gaschromatograph mit massenselektivem Detektor: Gaschromatograph 5890 Series,
massenselektiver Detektor 5972 Series, Autosampler 7673, Steuerprogramm MS
Chemstation Version C.01.05 (Hewlett Packard, Palo Alto, USA)

HPLC-Anlage I: Waters Alliance separation module 2690, Photodiodenarray (PDA)-
Detektor Waters 996, Fluoreszenzdetektor Waters 474, Steuerprogramm Millenium
Version 3.10/Millenium 32 (Waters, Eschborn)

HPLC-Anlage |I: Hochdruckpumpe PU 980, Niederdruckmischer LG980-04,
Autosampler 851AS, Photodiodenarry-Detektor MD-910, Steuerprogramm Borwin
PDA Version 1.50 (Build 12) (Jasco, Grol3-Umstadt), Radiodurchflussdetektor A-500,
Durchflusszelle 0,5 ml, Steuerprogramm FLO-ONE fir Windows Version 3.61

(Canberra-Packard, Dreieich)

HPLC-Anlage Ill: Waters Alliance separation module 2690, Photodiodenarray
Detektor Waters 996, Interface zum Massenspektrometer (Quattro 1),

Steuerprogramm Masslynx Version 3.10 build 004 (1998) (Waters, Eschborn)

Praparative HPLC Anlage: Hochdruckpumpe HD200, UV-Detektor Labcord-200,
Schreiber Labomatic BR-200 (Labomatic, Schonbuch, Schweiz)

Szintillationszahler: LS 6500 (Beckman, Fullerton, USA)
Spektralphotometer Ultrospec Plus (LKB Biochrom, England)



14 Experimenteller Teil

Zentrifuge Eppendorf 5402 (Eppendorf, Minchen)

Zentrifuge SIGMA 4K10 (Braun Biotech, Eschwege)

Ultrazentrifuge J2-MI Beckman (Coulter Electronics, Krefeld)

Vakuumkonzentrator: Speed Vac Concentrator SC 110 mit Kuhlfalle RVT 100
(Savant Instruments, Holbrook NY, USA) und Vakuumpumpe RS15 (Brand,
Wertheim)

Vakuumkonzentrator: Speed Vac Plus Concentrator SC 210A mit Kuhlfalle RVT 4104
Vakuumpumpe VLP200 (Savant Instruments, Holbrook NY, USA)

Ultra-Turax T25 (IKA Labortechnik, Staufen)

Inkubationsblock: Thermomixer 5436 (Eppendorf, Minchen)

Thermostat: Eppendorf 5320 (Eppendorf, Minchen)

Instantimager (Canberra Packard, Meriden, USA)

2.1.2 Chemikalien

Far die Analytik wurden ausschlief3lich Losungsmittel mit HPLC-Qualitat von Riedel

de Haén (Seelze) und Merck (Darmstadt) verwendet.

Far die LC-MS-Analyse wurden die Reinstgase Stickstoff und Argon verwendet.
Hoch reines Helium kam in der GC-MS-Analyse zum Einsatz und wurde auch zur
Entgasung von Losungsmitteln flir die HPLC benutzt. Das Spllgas fur den
Instantimager setzte sich aus 96,5 % Argon, 1 % Isobutan und 2,5 % CO;

zusammen. Alle Gase wurden von der Firma Linde (MUnchen) geliefert.

Alle anorganischen Sauren, Laugen und Salze im Gebrauch waren mindestens von
p.a. Qualitdt und wurden von Merck (Darmstadt), Fluka (Deisenhofen) oder Sigma

Chemie (Deisenhofen) bezogen.

N-Acetylcystein (Sigma Chemie, Deisenhofen)

Ammoniumhydroxid, volumetrischer Standard 5,02 M (Sigma Chemie, Deisenhofen)
ATP-Dinatriumsalz (Sigma Chemie, Deisenhofen)

y->?P-ATP, End Labeling Grade, >7000 Ci/ mmol (ICN Biomedicals, Eschwege)
1-Formylpyren (Sigma Chemie, Deisenhofen)

4C-1-Formylpyren, 2,1 GBg/mmol (NEN, Boston, USA)

Glutathion (red.) (Merck, Darmstadt)
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GewebelOser Solvable (Canberra Packard, Dreieich)

1-Hydroxymethylpyren (Sigma Chemie, Deisenhofen)

N2-(1-Methylpyrenyl)-desoxyguanosin (MPdG) wurde von Herrn Dr. Seidel
(Biochemisches Institut fur Umweltcarcinogene, Grof3hansdorf) zur Verfigung
gestellt.

Methylierungsreagenz: TMSH (Trimethylsulfoniumhydroxid, 0,2 M in Methanol)
(Machery-Nagel, Diren)

Natriummethylat (Sigma Chemie, Deisenhofen)

Protein-Bestimmungskit (Pierce, Rockford, USA)

Pyrencarbonsaure (Sigma Chemie, Deisenhofen)

Roti-Phenol (Roth, Karlsruhe)

Roti-Phenol/Chloroform (Roth, Karlsruhe)

Silylierungsreagenz: SIL 991 (N,O-Bistrimethylsilyltrifluoroacetamid + Trimethylchlor-
silan 99 + 1 v/v) (Machery-Nagel, Duren)

Szintillationscocktail Hionik-Fluor (Canberra Packard, Dreieich)

Szintillationscocktail fir Radiodurchflussdetektoren Ultima Flo AF (Canberra
Packard, Dreieich)

Thionylchlorid zur Synthese (Fluka, Deisenhofen)

Trinatrium UDP-Glucuronsaure (Sigma Chemie, Deisenhofen)

Dinatrium UDP-N-Acetylglucosamin (Sigma Chemie, Deisenhofen)

Es wurde Reinstwasser mit einer Leitfahigkeit < 1 uS cm™ benutzt.

Des Weiteren wurden folgende Lésungen verwendet:

AF-Puffer, pH 3,5: 50 mM Ammoniumformiat, mit Ameisensaure auf pH 3,5
eingestellt.

Citratpuffer, pH 1,9: 8,43 g CeHgO7-H20 3,58 g NaCl und 8,2 ml 1 M Salzsaure
je Liter

Homogenisierungspuffer: 0,25 M Saccharose, 0,3 M EDTA, pH 7,5

PBS-Puffer: 80 g NaCl, 29 g Na_;HPOy4, 2 g KCl und 2 g KH,PO4
je Liter

Phosphatpuffer: 50 mM Kaliumphosphat, pH 7,4

Saccharose-PE-Puffer: 20 % Saccharose, 50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 7,5
1,5 M Saccharoselosung: 1,5 M Saccharose, 10 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, pH 7,5
1 M Saccharoselésung: 1,0 M Saccharose, 10 mM Tris-HCI, 6 mM EDTA, pH 7,5
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2.1.3 Enzyme

Apyrase aus Kartoffeln, Grade | (Sigma Chemie, Deisenhofen)

Micrococcus Endonuklease aus Staphylococcus aureus (Sigma Chemie,
Deisenhofen)

Phosphodiesterase Il aus Kalbsmilz (Boehringer, Mannheim)

Proteinase K aus Tritirachium album (Sigma Chemie, Deisenhofen)

Nuklease P1 aus Penicillium citrinum (Sigma Chemie, Deisenhofen)

T4 Polynukleotid Kinase (Stratagene Europe, Amsterdam, NL)

Sulfatase Typ H-2 mit Glucuronidaseaktivitat 0,4 U/ul Sulfatase, 1 U/pl
Glucuronidase (Sigma Chemie, Deisenhofen)

2.1.4 Biologisches Material: Cytosol, Mikrosomen und Mitochondrien aus

Geweben

Cytosole wurden durch Homogenisierung und Zentrifugieren nach der von Glatt et al.
(1994a) beschriebenen Methode gewonnen. Das Pellet des letzten Zentrifugierens
der Cytosolgewinnung ist die Mikrosomenfraktion. Es wurde einmal mit
Phosphatpuffer gewaschen. Zur Entfernung von niedermolekularen Substanzen
(Cofaktoren) wurden Cytosole 3 x 2 h gegen Phosphatpuffer dialysiert (4 °C).

Anschlielend wurden sie portioniert und bis zur Verwendung bei - 80 °C aufbewahrt.

Zur Mitochondriengewinnung wurden nach Dekapitation und Entblutung der Ratten
die Lebern entnommen, mit physiologischer NaCl-Losung (0,9 %) abgespult, auf
Filterpapier abgetupft und gewogen. Die weitere Verarbeitung erfolgte unter
Eisklhlung bzw. bei 4 °C in Zentrifugen. Portionen von 2 g Leber wurden mit 6 ml
Homogenisierungspuffer mit einem Glashomogenisator mit Teflon-Stempel manuell
homogenisiert. Nach 10-minttiger Zentrifugation (700 x g, 4 °C, Sigma 4K10) des
Homogenats wurde der Uberstand entnommen und bei 9000 x g fiir weitere 10 min
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml Homogenisierungspuffer resuspendiert und bei
11180 x g fur 25 min zentrifugiert (Sigma 4K10). Dieser Vorgang wurde noch ein Mal
wiederholt. Nach Entfernung des Uberstandes wurde das Pellet in 2 Volumen
Saccharose-PE-Puffer suspendiert. 1,5 ml der Suspension wurden vorsichtig auf 5
ml einer 1,5 M Saccharoseldsung gegeben und mit 5 ml einer 1 M Saccharoselésung

uberschichtet. Die Gewinnung der Mitochondrienfraktion erfolgte uber Zentrifugation
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bei 100000 x g (Beckman L60-Ultrazentrifuge, Rotor SW41-Ti) fur 30 min. Die
Mitochondrienfraktion sammelte sich zwischen den beiden Saccharoselésungen. Die
Mitochondrien wurden abgenommen und einem Waschvorgang unterzogen. Dazu
wurden die Pellets im 6-fachen Volumen Homogenisierungspuffer resuspendiert und
bei 11180 x g (Sigma 4K10) fur 20 min zentrifugiert. Die so gereinigten
Mitochondrien wurden mit etwa 2,5 ml Homogenisierungspuffer verdiinnt und in 250
pI Portionen in 0,5 ml-Reaktionsgefale portioniert. Diese wurden sofort bei -80° C

eingefroren und aufbewahrt.

2.2 Gewinnung von Standardsubstanzen

2.2.1 Methylpyren-Mercapturséaure (MPMA)

245 mg HMP (1,056 mmol) wurden in 10 ml Chloroform geldst und auf Eis gekuhilt.
Die Losung wurde unter Ruhren mit 1 ml Thionylchlorid (13,7 mmol) in 10 ml
Chloroform versetzt. Dabei entstand 1-Chlormethylpyren (CMP). Nach 2 h Rihren
bei Raumtemperatur wurde der Ansatz mittels Rotationsverdampfer bis zur Trockene

eingeengt und der Rickstand in 2 ml Chloroform aufgenommen (CMP-L6sung).

400 mg N-Acetylcystein, gelost in 5 ml Methanol, wurden zu einer Natriummethylat-
Lésung (220 mg in 5 ml Methanol) zugegeben und bei Raumtemperatur fir 15 min
geruhrt. CMP-L6sung wurde unter Ruhren langsam zugetropft. Die Reaktion wurde
mittels DUnnschichtchromatographie verfolgt. Dafur wurden Kieselgel 60 Platten (10
x 10 cm, Merck) verwendet. Das Laufmittel bestand aus Dichlormethan, Methanol
und Eisessig (40 + 4 + 1, v/v/v). Die Detektion erfolgte nach Knight & Young (1958).
Dazu wurden die Platten nacheinander mit einer 0,1 M K,Cr,O7-Eisessig-Losung
(1 +1, v/v) und einer 0,1 M AgNO3-LAdsung bespruht und anschlielend flr 10 min bei

80 °C belassen. Das Produkt erschien als gelber Fleck auf rotbraunem Hintergrund.

Zur Reinigung des Produktes wurden 7 ml konzentrierte Salzsaure zugegeben. Zu
der sich bildenden Emulsion wurde so lange Wasser zugegeben, bis eine
Phasentrennung erfolgte. Die Chloroformphase wurde mittels eines Scheidetrichters
abgetrennt. Die Wasserphase wurde noch zweimal mit 25 ml Chloroform gewaschen.
Die vereinigten Chloroformphasen wurden Uber MgSO, getrocknet und bis zur
Trockene eingeengt. Die Kristallisation erfolgte aus Chloroform/Ether. Es wurden 28
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mg MPMA erhalten. Die Ausbeute betrug somit 7 % bezogen auf das eingesetzte
HMP. Der Strukturnachweis sowie die Reinheit der Substanz sind im Abschnitt 3.1.1

beschrieben.

2.2.2 Glutathion-S-Konjugat des 1-Sulfooxymethylpyren (MPSG)

11,9 g L-(-)-Glutathion (reduzierte Form, Merck) wurden in 110 ml Methanol/ Wasser
(1 + 1) geldst und mit KOH auf pH 10 eingestellt. Zu der auf 55 °C erwarmten L6sung
wurden unter Argon und Ruhren 4 mmol SMP, gelést in 10 ml Acetonitril,
tropfenweise zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 2 h unter Argon und
Ruckfluss erhitzt (88°C) und dann bei Raumtemperatur Uber Nacht geriuhrt. Das
Produkt wurde nach Filtration des Ansatzes massenspektrometrisch identifiziert. Zur
Entfernung der organischen Losungsmittel (Methanol und Acetonitril) wurde das
Filtrat am Rotationsverdampfer bei 50 °C und 250 mbar eingeengt. Die wassrige
Suspension wurde anschlielfend mit 20 ml Wasser verdunnt und mit Essigsaure auf
pH 7 neutralisiert. Die neutrale Suspension wurde mit 20% Methanol (v/v) versetzt
und zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde mittels praparativer HPLC aufgereinigt.

Chromatographische Bedingungen:

Saule: 2 x Waters NovaPak C1g Katusche 25 x 100 mm (10 um)
Mobile Phase: Wasser + Methanol (70 + 30, v/v)

Flow: 22 ml/ min

Druck: 31 bar

Detektionswellenlange: 344 nm

Die Fraktion zwischen 6 und 15 min wurde gesammelt. Es war eine einmalige
Rechromatographie erforderlich. Die gesammelten Fraktionen wurden am
Rotationsverdampfer eingeengt. Die Kristallisation erfolgt aus Wasser/Aceton. Es
wurden 212 mg MPSG erhalten. Die Ausbeute betrug somit etwa 10 % bezogen auf
das eingesetzte SMP. Der Strukturnachweis sowie die Reinheit der Substanz sind im
Abschnitt 3.1.1 beschrieben.

2.2.3 *C-Hydroxymethylpyren (**C-HMP)
“C-Formylpyren wurde nach der beschriebenen Methode (Autorenkollektiv 1988;
Ashby et al. 1990) mit Natriumborhydrid reduziert. Die Fallung des Produktes erfolgte

durch Zugabe von Wasser. Das Produkt “C-HMP wurde durch zweimaliges
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Umkristallisieren mit Ethanol gereinigt. Die Ausbeute betrug 50 % bezogen auf das
eingesetzte 14C-Formylpyren. Die Reinheit wurde mittels HPLC und Radiodetektion

System 4) mit grof3er als 99,9 % bestimmt.
(Sy g

2.2.4 1-Methylpyren (MP)

Pyrencarboxaldehyd (PCA) wurde nach Wolff-Kizner-Huang-Minlon (Autorenkollektiv
1988) reduziert. Das Produkt wurde durch Flash-Chromatographie an Kieselgel 60
(230-400 mesh, Merck, Darmstadt) gereinigt. Das FlieBmittel war Petrolether
(Merck). Die ldentitat und die Reinheit des Produktes wurden mittels GC-MS und
HPLC-Fluoreszenz-Detektion (System 1, Tab. 2.1, Abschnitt 2.5.1) uberpruft. Die
Ausbeute betrug mehr als 80 % bezogen auf das eingesetzte PCA.

2.2.5 1-Sulfooxymethylpyren (SMP)

HMP wurde nach der beschriebenen Methode mit konzentrierter Schwefelsdure zu
SMP umgesetzt (Enders et al. 1991). Als Kondensationsmittel diente Dicyclo-
hexylcarbodiimid. Das Produkt wurde gemal Landsiedel (1998) als Natriumsalz
gefallt und mit Diethylether gewaschen. Die Ausbeute betrug 50 % bezogen auf das

eingesetzte HMP.

2.2.6 Biosynthese von Glucuronsaurekonjugaten

Glucuronsaure-Konjugate von HMP und Pyrencarbonsaure (PCS) wurden
enzymatisch durch Inkubation der entsprechenden Substrate und UDP-
Glucuronsaure mit Rattenlebermikrosomen sowie UDP-N-Acetylglucosamin als
Aktivator hergestellt. Es wurden ausschliel3lich Lebermikrosomenen von Ratten
verwendet, die mit dem Enzyminduktor Aroclor 1254 vorbehandelt worden waren.
Dazu wurden Aroclor 1254 in Sonnenblumendl geldst (200 mg/ml) und den Ratten
intraperitoneal (i.p.) verabreicht (500 mg/kg Korpermasse). 5 Tage nach der Aroclor-
Applikation wurden die Tiere getotet und Lebermikrosomen gemaly 2.1.4 hergestellit.
Ein Inkubationsansatz enthielt 2,325 ml Tris-HCI (50 mM, pH 7,4), 1 ml UDP-
Glucuronsaure (10 mM), 1 ml UDP-N-Acetylglucosamin (10 mM), 50 pyl Magnesium-
chlorid (500 mM), und 600 ul Rattenlebermikrosomen. Die Reaktion wurde durch
Zusatz von 25 pul Substrat (10 mM HMP bzw. PCS in DMSO) gestartet. Nach 2
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Stunden Inkubation bei 37 °C wurde das Protein durch Zusatz von 2 ml eiskaltem
Methanol gefallt und anschlieBend durch Zentrifugation (10 min, 4500 x g, 4°C)
entfernt. Der Uberstand wurde auf eine vorkonditionierte Festphasen-Saule
(Bakerbond 7020-03) gegeben und mit einem Gemisch aus Wasser/Methanol (8 + 2)
gewaschen. Das Produkt wurde mit Wasser/Methanol (1 + 1) eluiert. Das Eluat
wurde direkt mittels LC-MS-MS charakterisiert (System 5). Die erhaltenen Spektren
dienten als Basis bei der Identifizierung der renal ausgeschiedenen Metaboliten. Es
wurde zusatzlich ein entsprechender paralleler Ansatz mit "*C-HMP durchgefiihrt.
Das gewonnene 14C—Methylpyrenylglucuronid wurde als Referenzsubstanz zur

Identifizierung der nach 48 h in der Leber verbliebenen Metaboliten herangezogen.

2.3 Inkubationen

2.3.1 Bestimmung der GST-Aktivitat gegentber 1-Sulfooxymethylpyren (SMP)
in cytosolischen Praparationen von Leber, Niere, Lunge und Colon der
Ratte

SMP reagiert mit Glutathion, wobei das Glutathionkonjugat MPSG entsteht. Die
Reaktion wird durch GST katalysiert. Zur Bestimmung der GST-Aktivitat in der Ratte
wurde SMP mit GSH in Gegenwart von cytosolischen Praparationen der Leber,
Niere, Lunge bzw. Colon inkubiert. Bei allen Inkubationen wurde das gebildete
MPSG mittels HPLC mit UV-Detektion quantifiziert (System 1, Tab. 2.1, Abschnitt
2.5.1).

2.3.1.1 Bestimmung der optimalen Inkubationszeit

Es wurden 50 yl GSH (10 mM in Kaliumphosphatpuffer 50 mM, pH 7,4) sowie eine
0,5 mg Protein entsprechende Menge an Cytosol mit Phosphatpuffer auf 495 pl
aufgeflllt und 1 min vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 pyl SMP
(10 mM in DMSO) gestartet. Nach jeweils 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60 und 120
minutiger Inkubation bei 37 °C wurde die Reaktion mit 60 pl 20 %iger
Trichloressigsaure gestoppt. Nach Entfernung des Proteins durch Zentrifugation
(3000 x g, 4 °C, 10 min) wurden die Metaboliten im Uberstand mit System 1
analysiert (Tab. 2.1, Abschnitt 2.5.1). Zur Bestimmung der Leerwerte wurde SMP mit
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dem Cofaktor GSH inkubiert (ohne Cytosol) und auf gleiche Art untersucht. Es

konnte hierbei kein MPSG identifiziert werden.

2.3.1.2 Bestimmung des Linearitatsbereiches in Abhangigkeit von der Proteinmenge

Die oben beschriebenen Bedingungen wurden beibehalten und bei 10-minatiger
Inkubationszeit die eingesetzte Proteinmenge (Abb. 7.1 im Anhang) variiert. Das
Gesamtvolumen eines Inkubationsansatzes wurde durch Zugabe von Phosphatpuffer
auf 500 pl konstant gehalten.

2.3.1.3 Bestimmung der Umsatzraten

Die Umsatzraten wurden im nahezu linearen Bereich bei Lungencytosol zwischen
0,01 mg und 0,05 mg Protein/ml und bei Leber-, Nieren- und Coloncytosol zwischen
0,05 und 0,2 mg Protein/ml ermittelt. Des Weiteren wurde fur alle Bestimmungen der
Umsatzraten eine Substratkonzentration von 100 uM und eine Inkubationszeit von
10 min festgelegt.

2.3.2 NAD'-abhangige enzymatische Oxidation von 1-Hydroxymethylpyren
(HMP) und Pyrencarboxaldehyd (PCA)

HMP wird in Anwesenheit von NAD® enzymatisch zu Pyrencarbonséure (PCS)
oxidiert, wahrend die Umsetzung von PCA sowohl in An- als auch in Abwesenheit
von NAD® stattfindet. Bei den Untersuchungen wurde die Bildung von PCS
gemessen. Dazu wurden Lebercytosol, Mikrosomen und Mitochondrien weiblicher
Ratten mit HMP bzw. PCA in An- oder/und Abwesenheit von NAD" inkubiert.

Zur Eingrenzung der Enzyme, die fur die Oxidation von HMP bzw. PCA veranwortlich
sind, wurden die diagnostischen Inhibitoren Disulfiram (Aldehyddehydrogenase), 4-
Methylpyrazol (Alkoholdehydrogenase) und Ethanol (Alkoholdehydrogenase)
eingesetzt.

Zur Feststellung des Zeitfensters, in dem die PCS-Bildung mit der Inkubationszeit
linear anstieg, wurden (jeweils mit oder ohne Zusatz von 20 ul NAD" (0,2 M)) 60 ul
MgCl, (0,2 M) und 2,25 mg Protein entsprechende Mengen Cytosol bzw.
Mitochondrien vorgelegt und mit Phosphatpuffer auf 1990 pl erganzt. Nach
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einminutiger Vorinkubation bei 37 °C wurde die Reaktion mit 10 yl HMP oder PCA
(1 mM in DMSO) gestartet und nach 0, 5, 10, 15, 20, 25 und 30 min mit 250 ul
20 %iger Trichloressigsdure gestoppt. Das ausgefallene Protein wurde durch
Zentrifugation (3000 x g, 4 °C, 10 min) entfernt. Der Uberstand wurde zur Analyse
der gebildeten PCS (System 1, Tab. 2.1, Abschnitt 2.5.1) eingesetzt. Zur
Bestimmung der Leerwerte wurde bei HMP Cytosol ohne Cofaktor NAD" inkubiert,

bei PCA wurde ohne Cytosol oder mit denaturiertem Cytosol inkubiert.

Zur Bestimmung des linearen Bereiches der PCS-Bildung in Abhangigkeit von der
Proteinmenge wurde unter Beibehaltung der sonstigen Bedingungen und einer
zehnminutigen Inkubationszeit die eingesetzte Menge an Cytosol bzw. Mitochondrien
so variiert, dass die Proteinkonzentration in den Ansatzen jeweils 0, 0,2, 0,5, 0,7, 1
und 2 mg/ml betrug. Der Unterschied in den Proteinkonzentrationen zwischen den
Inkubationsansatzen wurde durch Zugabe von Rinderserumalbumin (10 mg/ml in

50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4) auf 2 mg/ml ausgeglichen.

Zur Bestimmung der optimalen Substratkonzentration wurde diese (HMP oder PCA)
bei einer Inkubationszeit von 10 min und einer Proteinmenge von 0,5 mg/ml variiert.
Die gebildete PCS-Menge erreichte ab einer Substratkonzentration von 5 uM in

Cytosol bzw. 1 yM in Mitochondrien ein Plateau (Substratsattigung).

Aufgrund der oben beschriebenen Untersuchungen wurden alle Bestimmungen der
Umsatzrate in einer Zeitspanne von 10 min gemessen. Dabei betrug die
Substratkonzentration 20 yM. Die Proteinmengen wurden so gewahlt, dass sie im

linearen Bereich lagen (Tab. 3.5)

2.4 Tierexperimente

2.4.1 Allgemeine Bedingungen

Als Versuchstiere wurden Ratten des Auszuchtstammes Shoe:WIST im Alter von 6-7
Wochen von der Tierzucht GmbH (Berlin-Schonwalde) bezogen und nach einer
Adaptationszeit von 7 d in den Versuchen eingesetzt. Alle Versuchstiere wurden
unter konventionellen Bedingungen bei einem Tag- und Nachtrhythmus von 12 h
(6 Uhr/18 Uhr) gehalten. Die Raumtemperatur betrug 22 + 2 °C und die
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Luftfeuchtigkeit 55%. Die Tiere bekamen die Standarddiat Altromin 1326 und

Trinkwasser ad libitum.

2.4.2 Bestimmung von Methylpyrenyl-Mercaptursaure (MPMA) in Plasma,
Urin und Faeces nach Applikation von 1-Hydroxymethylpyren (HMP)

2.4.2.1 MPMA-Plasmakonzentration

Weibliche Ratten wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (0,5, 0,75, 3, 12 und 24 h)
nach Verabreichung des HMP (einmalig i.p., 0,25 mmol/kg KM) durch Dekapitation
getotet. Die Tiere wogen zum Zeitpunkt des Versuchs zwischen 170 und 200 g und
wurden zufallig in Gruppen zu je 3 Tieren eingeteilt. Plasmaproben unbehandelter

Tiere dienten als Blindwert und auch als Matrix fur die Methodenentwicklung.

2.4.2.2 MPMA-Ausscheidung in Urin und Faeces

Je drei mannliche und weibliche Ratten wurden in der gleichen Art und Weise
behandelt, wie oben beschrieben. 16 h vor dem Versuchsbeginn wurden die
unbehandelten Tiere in Stoffwechselkafige eingesetzt. Urin und Faeces, die in
diesem Zeitraum gesammelt wurden, dienten als Nullproben. Fur jedes Tier wurde
1 ml der Nullprobe als Negativkontrolle flr die quantitative Analyse aufbewahrt. Die
restlichen Nullproben wurden vereinigt und vorab fur die Erarbeitung einer
analytischen Methode eingesetzt. Nach der Applikation wurden Urin und Faeces
nach 1,5, 3,6, 9, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 und 168 h aus den Stoffwechselkafigen

entnommen und bis zur Analyse bei -40 °C aufbewahrt.

2.4.3 Bestimmung von Methylpyren-Mercaptursaure (MPMA) in Rattenurin
nach Applikation von 1-Methylpyren (MP)

Drei mannliche Ratten wurde mit MP (0,25 mmol/kg KM, 0,5 M gelost in DMSO)
behandelt. Die Applikation erfolgt einmalig intraperitoneal (i.p.). Nach der
Behandlung wurden die Tiere einzeln in Stoffwechselkafigen gehalten. Der Urin
wurde uber 24 h gesammelt und auf MPMA untersucht (System 2; Abschnitt 2.5.1).
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2.4.4 Bestimmung von Methylpyren-Mercaptursaure (MPMA) und
N2 (1-Methylpyrenyl)-desoxyguanosin (MPdG) in Urin nach Applikation
von 1-Sulfooxymethylpyren (SMP)

Um die Ausscheidung der Mercaptursaure und des Desoxyguanosinadduktes von

MP zu untersuchen wurden zwei weibliche Ratten mit SMP (0,25 mmol/kg KM,

0,5M gelost in DMSO) mittels i.p. Injektion behandelt. Blindproben wurden vor der

Applikation entnommen. Nach Verabreichung der Substanz wurden die Tiere einzeln

in Stoffwechselkafigen gehalten. Urin und Faeces wurden auf MPMA (System 2) und

MPdG (System 3) untersucht (Abschnitt 2.5.1).

Die Tiere vertrugen die Substanz nicht. Sie hatten eine tagliche Gewichtsabnahme
von etwa 10 g. Beide Tiere starben nach 3 d bzw. 6 d an einer hamorrhagischen

Entzindung des gesamten Verdauungstraktes.

2.4.5 Erfassung der Eliminationskinetik und Bestimmung des Metaboliten-

musters

Zur Erfassung der Eliminationskinetik wurde "“C-markiertes HMP eingesetzt. Die
Dosis betrug 40 umol/kg KM. Die applizierte Radioaktivitat betrug 93,3 uCi’kg KM. In
einem Vorversuch wurde eine mannliche Ratte mit C-HMP in der oben
angegebenen Dosis behandelt und 7 d in einem Stoffwechselkafig gehalten. Urin und
Faeces wurden in definierten Zeitabstanden Gber den gesamten Zeitraum gesammelt
und auf Radioaktivitat gepruft. Nach dem Toéten durch Dekapitation wurden
Fettgewebe, Muskel, Leber, Niere, Lunge, Herz, Magen, verschiedene
Dunndarmabschnitte, Colon, Caecum, Hoden, Milz, Gehirn und Vollblut enthommen
und auf die verbliebene Radioaktivitat untersucht. AnschlieRend wurde der
Hauptversuch mit zwei mannlichen und drei weiblichen Ratten mit der gleichen Dosis
“C-HMP durchgefiihrt. Aufgrund der vorangegangene Untersuchungen wurden die
Tiere nur zwei Tage nach der Applikation in Stoffwechselkafigen gehalten. Urin- und
Faecesproben wurden analog zum Vorversuch gesammelt und auf Radioaktivitat
untersucht. Anschlielend wurden die Tieren durch Dekapitation getdtet. Die oben
genannten Organe wurden entnommen und nach Abschnitt 2.5.2 auf die verbliebene
Radioaktivitat untersucht. Urin und Faeces wurden auf3erdem zur Bestimmung des
Metabolitenverhaltnisses mittels HPLC-Radiodurchflussdetektion herangezogen
(System 4; Tab. 2.1, Abschnitt 2.5.1).
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2.4.6 Beeinflussung der Toxifizierung / Detoxifizierung durch Vorbehandlung

mit Disulfiram und Ethanol

Die Tiere wurden in gleicher Weise wie in 2.4.3 beschrieben mit HMP behandelt.
Abweichend wurde zwei Gruppen 12 h bzw. 10 min vor der eigentlichen Behandlung
Disulfiram (75 mg/kg KM) bzw. Ethanol (0,2 g/kg KM) verabreicht (i.p.). Die
Kontrollgruppe erhielt nur einmalig HMP (0,25 mmol/kg KM). Alle Tiere wurden nach
der Behandlung einzeln in Stoffwechselkafigen gehalten. Nach 3 und 24 h wurden
Tiere durch Dekapitation getotet. Die Leber wurde unmittelbar nach der Toétung
entnommen. Die DNA-Addukthaufigkeit in der Leber wurde mittels *P-Postlabelling
bestimmt. Urin und Faeces wurden auf Unterschiede im Metabolitenmuster
untersucht (System 5; Tab. 2.1, Abschnitt 2.5.1). Es wurden pro Gruppe je vier
Mannchen und Weibchen untersucht. Abweichend davon bestand die Gruppe der mit

Disulfiram behandelten Mannchen, die nach 3 h getdtet wurden, aus acht Tieren.

2.5 Analytik

2.5.1 Allgemeines

Zur Bestimmung der katalytischen Aktivitaten verschiedener Enzyme wurden
mindestens Doppelbestimmungen durchgefuhrt. Zur quantitativen Messung
entsprechender Metaboliten in Urin und Faeces wurde auf eine Doppelbestimmung
verzichtet, weil die interindividuellen Unterschiede der Tiere wesentlich groRer waren
als die Streuung bei der Messung derselben Probe. An jedem Messtag wurden
Standardreihen mitgefihrt und neu kalibriert. Es wurden mindestens Vierpunkt-

Kalibrationen verwendet, deren linearer Korrelations-Koeffizient grof3er als 0,98 war.

Aufgrund der Heterogenitat der analytischen Problemstellungen wurden
verschiedene chromatographische Trennsysteme, kombiniert mit unterschiedlichen
Detektionsmethoden, angewendet. In Tabelle 2.1 sind die verwendeten HPLC-
Trennsysteme dargestellt. Die Saulenofentemperatur betrug einheitlich 30 °C. Alle
verwendeten Laufmittel wurden filtriert. Die Entgasung der Ldsungsmittel lief

entweder Uber interne Entgasungssysteme ab oder durch Einleitung von Helium.
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In Tabelle 2.2 sind die spezifischen Bedingungen fiur die Identifizierung und
Quantifizierung verschiedener Metaboliten dargestellt. Der MS-Analyse war meist
eine chromatographische Trennung (Tab. 2.1) vorgeschaltet. Des Weiteren galten
folgende allgemeine Bedingungen: Hochreiner Stickstoff diente als Badegas (drying
gas), im ESI-Modus betrug die Flussgeschwindigkeit des Badegases 400 I/h, im
APcl-Modus 200 I/h. Als Sprihgas (nebulizing gas) im ESI-Modus und Scheidegas
(sheath gas) im APcl-Modus wurde Stickstoff gleicher Qualitat verwendet. Die
Flussraten betrugen 250 |/ h bzw. 50 |/h. Fur kollisionsinduzierte Fragmentierung bei
MS/MS-Experimenten wurde Argon als Kollisionsgas eingesetzt. Das Gas hatte eine
Vordruck von 5 bar. Die Menge des Kollisionsgases wurde substanzbezogen
manuell reguliert. Als Indikator dafiir diente der Gaszelldruck (Tab. 2.2). Im Ubrigen

wurden die lonenvervielfacher 1 und 2 auf 650 V gesetzt.



Tabelle 2.1 HPLC-Systeme

HPLC- HPLC Saule FlieBmittel Flussrate Gradient Detektion
System Anlage’
System 1 Anlage | HP Spherosorb ODS, A: Ammoniumacetat 10 mM 1 ml/ min 95% A - 10 % A UV (Photodiodenarray-
250 x 4 mm, 5 um pH 5,5+ MeOH (9 + 1, v/v) in 15 min Detektior, PDA):
B: Acetonitril 200-400 nm
Fluoreszenzdetektor:
Aex =273 nm
AEm = 385 nm
System 2 Anlage Il ThermoQuest A: Ammoniumacetat 10 mM 0,2 ml/ min 65%A - 5%A UV (PDA): 200-400 nm
HyPURITY™ Elite C4g, 50 pH 5,5 + MeOH (9 + 1, v/v) in 7 min ESI-MS-MS
X 2,1 mm,5 um B: Acetonitril
System 3 Anlage Il Waters, Symmetrie Csg, A: Ammoniumacetat 10 mM 0,6 ml/ min 65% A 5 5%A APcl-MS-MS
150 x 2,1 mm, 5 ym pH 5,5+ MeOH (9 + 1, v/v) in 7 min oder
B: Acetonitril ESI-MS-MS
System 4 Anlage Il HP Spherosorb ODS, A: Ammoniumacetat 10 mM 1 ml/ min 95 %A - 10% A UV (PDA): 200-400 nm
250 x 4 mm, 5 um pH 5,5 + MeOH (9 + 1, v/v) in 15 min Radiodurchflussdetektor
B: Acetonitril
System 5 Anlage Il HP Spherosorb ODS, A: Ammoniumacetat 10 mM 1 ml/ min 95 %A - 10% A UV (PDA): 200-400 nm

250 x4 mm, 5 um

pH 5,5+ MeOH (9 + 1, v/v)
B: Acetonitril

in 15 min

und ESI- bzw. APcl-MS-
MS

' Die Bezeichnungen entsprechen der im Abschnitt 2.1.1
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Tabelle 2.2

Bedingungen fiir LC-MS-Analysen

Name der lonisation Cone Capillary (ESI) Kollisions- Gaszellendruck  Temperatur (°C) der
Substanz V) oder Corona (APcl) energie (eV) (mbar) lonenquelle (ESI)
(kV) lonenquelle/Probe (APcl)
MPMA ESI- 28 29 28 1,06 80
MPSG ESI+ 20 3,5 20 1,5€” 100
MPGA ESI- 20 3,0 20 1,5¢” 80
PCSGA ESI- 30 2,8 40 3,3¢ 80
SMP ESI- 10 2,8 28 3,0e” 80
MPdG APcl- 25 1,8 40 3,0e 150/450

8¢
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2.5.2 Analyse des **C-Hydroxymethylpyren-Aquivalentes

Faeces- und Gewebeproben wurden mit funf- bzw. zweifacher Gewichtsmenge
Wasser versetzt und homogenisiert. Aliquote der Faeces- und Gewebehomogenate
wurden durch Zugabe von 5 ml Gewebel6ser (Solvable, Canberra Packard, Dreieich)
und Inkubation bei 50°C (5 h) geldst. Anschlieiend wurde 1 ml der Probe mit 1 ml
Isopropanol (Losungsvermittler) fur weitere 5 h bei Raumtemperatur belassen.
Dieser Vorgang diente zur Vermeidung der Mizellenbildung. Zwecks Entfarbung
waren die Proben mit HyO, (30 %) zu versetzen. Zum Abklingen der
Chemilumineszenz standen die so vorbereiteten Proben Uber Nacht bei
Raumtemperatur. Nach Zugabe von 17 ml Szintillationscocktail (Hionik-Fluor,
Canberra Packard) wurden die Proben im [(-Counter (Beckmann LS 6500)

vermessen.

100 pl homogenisiertes Blut wurden mit 1 ml Gewebeldser (Solvable, Canberra
Packard)/lIsopropanol (1 + 1, v/v) versetzt und bei 50 °C inkubiert (30 min). Des
Weiteren wurden die Proben mit 0,3 ml HyO2 (30 %ig) entfarbt und mit 5 ml
Szintillationscocktail (Hionik-Fluor, Canberra Packard) vermischt. Nach Abklingen der
Chemilumineszenz (30 bis 60 min bei Raumtemperatur) wurden die Proben im

B-Counter (Beckmann LS 6500) vermessen.

Nach Sedimentierung der festen Begleitstoffe wurden 100 pl Urin direkt mit 6 ml
Szintillationscocktail (Hionik-Fluor, Canberra Packard) vermischt und im B-Counter

(Beckmann LS 6500) gemessen.

2.5.3 lIdentifizierung ausgeschiedener Metaboliten

Zur ldentifizierung renaler Metaboliten wurden Urinproben semipraparativ fraktioniert
(System 1 in Tab. 2.1, Abschnitt 2.5.1). Hierzu wurden Urin und Faeces von Tieren
verwendet, die mit nicht markiertem HMP behandelt worden waren. Die Fraktionen
wurden mittels Rotationsverdampfer bzw. durch Gefriertrocknung von Losungsmittel
(Acetonitril und Wasser) befreit und zur weiteren Untersuchung in 500 pl Methanol
aufgenommen. Die einzelnen Fraktionen wurden nochmals mittels HPLC (System 1,
Tab. 2.1, Abschnitt 2.5.1) auf ihre Reinheit Uberprift. LC-MS und GC-MS wurden zur

Identifizierung der in den Fraktionen enthaltenen Metaboliten angewandt (System 5).
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2.5.3.1 GC-MS-Analysen

Parallel zur LC-MS-MS wurde auch GC-MS (siehe 2.1.1) eingesetzt. Die
gaschromatographische Trennung erfolgte auf einer Kapillar-Saule (Ultra 2, 5 %
Phenylmethyl Siloxan, Filmdicke 0,11 um, 25 m x 0,20 mm, Hewlett Packard, Palo
Alto, USA). Hochreines Helium diente als Tragergas (1 ml/min). Der Saulenofen
wurde mit einer Geschwindigkeit von 8 °C/min von 100 °C bis 280 °C erhitzt. Die
Injektortemperatur betrug 250 °C. Die eluierten Analyten wurden mittels MS
(Quadrupol, ElektronenstofBionisation bei 70 eV) detektiert. Fir die GC-MS Analyse
war es notwendig, jeweils derivatisierte (silyliert oder methyliert) und underivatisierte

Proben einzusetzen.

Zur Silylierung wurde der Extrakt getrocknet und mit 20 pl DMSO, 180 ul Acetonitril
(getrocknet) und 100 pl Sil 991 versetzt. Nach 1 h bei 60 °C wurde erneut bis zur
Trockene eingedampft und in Methanol aufgenommen. Die Probe konnte so fur die
GC-MS-Analyse eingesetzt werden.

Zur Methylierung wurde 100 ul des in Methanol gelésten Extrakts mit 50 pyl TMSH
versetzt und direkt bei einer Injektortemperatur von 250 °C injiziert.

2.5.3.2 LC-MS-Analysen

Der zentrifugierte Urin bzw. seine Fraktionen wurden mittels HPLC getrennt und mit
PDA und MS detektiert (System 5). ESI und APcl jeweils in positivem und negativem
Modus wurden als lonisationsmethoden angewendet. Fur ESI war ein Splitting des
Flusses nach der chromatographischen Trennung notwendig. Das Splitverhaltnis
betrug 5 + 1 (PDA/MS). Bei APcl wurde der Fluss direkt in die lonenquelle geleitet
und ionisiert (Tab. 2.2).

2.5.3.3 Nachweis von Konjugaten

Die entsprechende Fraktion wurde wie beschrieben vom Ldsungsmittel befreit. Der
Ruckstand wurde in 500 pl Phosphatpuffer geldst (50 mM, pH 7,4) und mit 100 pl
Sulfatase/ Glucuronidase (Enzym-Suspension mit 400 U/100 pl Sulfatase, 1000
U /100 pl Glucuronidase) bei 37 °C 1 h inkubiert. Die Reaktion wurde anschlie3end

mit 500 pl kaltem Methanol gestoppt. Das Protein wurde durch Zentrifugation
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(3000 x g, 4 °C, 10 min) sedimentiert. Der klare Uberstand wurde zur LC-MS-MS-
Analyse eingesetzt. Bei Verdacht auf eine phenolische Struktur des Aglykons wurde
der so gewonnene Uberstand zwecks Entfernung unverdauten Konjugates mittels
HPLC semipraprativ fraktioniert. Die vereinigten Fraktionen wurden wie beschrieben
getrocknet und in 500 pl Ammoniumacetat-Puffer (10 mM, pH 5,5) aufgenommen.
Von dieser Losung wurde ein UV-Spektrum von 190 bis 400 nm gegen
Ammoniumacetat-Puffer (10 mM, pH 5,5) aufgenommen. Die Losung wurde
anschlieBend durch Zugabe von 0,1 N NaOH auf pH 9 bis 10 eingestellt. Ein
weiteres UV-Spektrum (190 bis 400 nm) wurde gegen ebenfalls alkalisierten
Ammoniumacetat-Puffer aufgenommen. Nach Ruck-Einstellung des pH-Wertes auf
5,5 (Salzsaure, 0,1 N) wurde ein drittes UV-Spektrum gegen ebenso behandelten
Ammoniumacetat-Puffer aufgenommen. Die Absorptionsmaxima der Spektren
wurden verglichen. Reversible Rotverschiebung von 20 bis 30 nm in alkalischem
Milieu qilt als starker Hinweis auf phenolische Strukturen. Der Test wird im Weiteren

als Phenol-Test bezeichnet.

2.5.4 Quantitativer Vergleich ausgeschiedener Metaboliten

Zum quantitativen Vergleich wurden die Urin- und Faecesproben von '*C-HMP-
behandelten Ratten verwendet. Urin und Faecesextrakt wurden chromatographisch
getrennt, die Radioaktivitat einzelner Substanzen wurde am Radioaktivitatsdetektor
angezeigt (System 4 in Tab. 2.1, Abschnitt 2.5.1). Anhand der Radioaktivitat des
Peaks und der spezifischen Aktivitit des applizierten '*C-HMP war eine
semiquanititative Aussage uber die Menge des Metaboliten moglich. Daruber hinaus
ergab der prozentuale Vergleich der Radioaktivitat des einzelnen Peaks mit der

Gesamtradioaktivitat Auskunft Gber die Hauptstoffwechselwege des HMP.

Die Urinproben waren nach Zentrifugation direkt zu verwenden. Zur Extraktion der in
Faeces eingeschlossenen Metaboliten wurde die MSPD-Technik (Matrix Solid Phase
Dispersion) angewandt. Dazu wurden 0,25 g Faeces mit 1 g losem Silicagel (Isolute
MSPD C18, Separatis, Grenzach) und 50 pl Citratpuffer (pH 1,9) in einem Morser
homogenisiert, bis ein halbtrockenes, frei flieRendes, homogenes Gemisch aus
Probe und Sorbens entstand. Das Gemisch wurde dann in eine mit einer Fritte
ausgestattete SPE-Saule geflllt. Nachdem die geflllte Saule durch leichten

Aufschlag auf eine Oberflache kompaktiert worden war, wurde noch eine zweite
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Fritte sanft auf das Saulenbett gedrickt. Nach Waschen mit 5 ml Wasser wurden das
Substrat mit 3 ml Methanol von der Saule eluiert. Das Waschwasser und das Eluat
wurden jeweils mittels Szintillationszahlung auf die enthaltene Radioaktivitat
uberpruft. Die Extraktionseffizienz war grof3er als 95 %. Das Eluat wurde in einem
Vakuumkonzentrator getrocknet und anschlielend in 500 pl Methanol aufgenommen.
Die klare Lésung wurde direkt fur die HPLC-Analyse mit UV- und Radiodurchfluss-
detektion (System 4 in Tab. 2.1, Abschnitt 2.5.1) eingesetzt. Fur die chromato-
graphische Trennung wurden jeweils 50 pl Urin bzw. 100 uyl Faecesextrakt injiziert.
Der Analyt erreichte zuerst den PDA-Detektor und dann den Radiodurchfluss-
detektor, so dass ein UV-Signal und ein Radioaktivitatssignal in einem Zeitabstand
von 0,5 min erzeugt werden konnten. Bei einer Flussrate von 1 ml/min wurde die
Szintillationslosung (Ultima-Flo AF) mit einer Flussgeschwindigkeit von 6 ml/min
zugemischt. Die Daten wurden Uber 13 s akkumuliert und aktualisiert. Alle Angaben

erfolgten in dpm (decays per minute).

2.5.5 Extraktion und Identifizierung akkumulierter Metaboliten der Fettgewebe

Das homogenisierte Gewebe wurde zweimal mit je 6 ml Dichlormethan 30 min
geschuttelt und zur Phasentrennung anschlieBend zentrifugiert (4 °C, 4000 x g,
20 min). Die organische Phase wurde mittels Vakuumkonzentrator eingeengt und in
1 ml Methanol aufgenommen. Das Fett wurde durch Zentrifugation sedimentiert und
der Uberstand wurde direkt zur HPLC-Analyse (System 4, Tab. 2.1, Abschnitt 2.5.1)
eingesetzt. Die Extraktionseffizienz war grof3er als 95 %.

2.5.6 Extraktion und Identifizierung von Metaboliten in der Leber

Zur Extraktion der im Gewebe eingeschlossenen Metaboliten wurde die MSPD-
Technik angewandt. Die Aufarbeitung erfolgte wie beschrieben (2.5.4). Das Eluat
und das Waschwasser wurden jeweils mittels Szintillationszahlung auf die enthaltene
Radioaktivitat Gberpruft. Die Extraktionseffizienz war groRer als 80 %. Das Eluat
wurde in einem Vakuumkonzentrator getrocknet und anschlieBend in 500 pl
Methanol aufgenommen. Die klare Losung wurde direkt fur die HPLC-Analyse
(System 4, Tab. 2.1, Abschnitt 2.5.1) eingesetzt.
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2.5.7 Extraktion, Identifizierung und Quantifizierung von Methylpyren-
Mercaptursaure (MPMA) in Urin, Faeces und Blut

Zur Extraktion von MPMA wurden Urinproben (200-1000 ul) mit Citratpuffer auf
pH 2,5 angesauert und anschlieBend auf Extrelut-Saulen gegeben. Nach 10-
minutiger Einwirkzeit wurden die Analyten dreimal mit 5 ml Ethylacetat eluiert. Die
vereinigten Ethylacetatphasen wurde im Vakuumkonzentrator bis zur Trockene
eingeengt und in 200 pl Methanol aufgenommen. Zur Abtrennung von nicht I6slichen
Bestandteilen wurden die Extrakte 3 min zentrifugiert (3000 x g). Der klare Uberstand
wurde zur LC-MS-Analyse eingesetzt (System 2 in Tab. 2.1, Tab. 2.2, Abschnitt
2.51).

Plasmaproben (0,25 ml) wurden mit 2 ml gesattigter Na,SO4-Ldsung versetzt und
anschlieBend viermal mit 2 ml Ethylacetat extrahiert. Nach Ansauerung mit
Salzsaure (1 N) auf pH 1,7 bis 1,9 wurden die Proben erneut viermal mit 2 ml
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden im Vakuumkonzentrator bis
zur Trockne eingeengt und in 500 pl Methanol geldst. Diese Lésung konnte direkt zur
LC-MS-Analyse eingesetzt werden (System 2 in Tab. 2.1, Tab. 2.2).

Faecesproben wurden mit einem Ultraturax in Wasser (3 ml / g) homogenisiert.
0,25 g des Homogenates wurden mit 1 M HCI (50 ul) angesauert. Des Weiteren
wurde die MSPD-Technik analog den in 2.5.4 beschriebenen Arbeitsschritten
angewandt. Abweichend davon wurden die mit Proben bepackten Saulen an NH»-
Festphasensaulen (Separatis, Grenzach) gekoppelt. Die Saule wurde mit 5 ml
Citratpuffer (pH 1,9) gewaschen und anschlielRend durch Zentrifugation bei 3000 x g
(10 min) vom Waschwasser befreit. Der Analyt wurde mit 5 ml Methanol eluiert. Der
Methanolextrakt wurde mittels Vakuumkonzentrator bis zur Trockne eingeengt und in
200 pl Methanol aufgenommen. Die Proben wurden direkt zur LC-MS-Analyse
verwendet (System 2 in Tab. 2.1, Tab. 2.2).

2.5.8 Extraktion und Identifzierung von N>-(1-Methylpyrenyl)-desoxyguanosin
(MPdG) im Urin von Ratten

1 ml Urin wurde mit 4 ml 50 mM Ammoniumformiat-Puffer (AF-Puffer, pH 3,5)

verdunnt und auf eine Waters Sep-Pak-Kartusche (vorkonditioniert mit 10 ml



34 Experimenteller Teil

Methanol und 10 ml AF-Puffer) gegeben. Die Kartusche wurde mit 3 ml 10 %igem
Acetonitril in AF-Puffer gewaschen und mit 5 ml 80 %igem Acetonitril in AF-Puffer
eluiert. Das Eluat wurde im Vakuumkonzentrator bis zur Trockne eingeengt und in
200 pl Methanol gelost. Der Extrakt wurde mittels HPLC (System 3 in Tab. 2.1)
gereinigt. Die Fraktion zwischen 4 und 5 min wurde gesammelt. Die gesammelten
Fraktionen wurden erneut im Vakuumkonzentrator eingeengt, in 50 uyl Methanol
geldst und mittels LC-MS-MS untersucht (System 3 in Tab. 2.1 und Tab. 2.2).

1 g homogenisierte Faecesprobe (3 ml H,O/g) wurde mit 8 ml Dimethylformamid-
Lésung (75 %ig, in AF-Puffer) extrahiert. Nach Sedimentation der Feststoffe durch
Zentrifugation (10 min, 9000 x g) wurde der Uberstand entnommen. Der Vorgang
wurde noch zwei Mal wiederholt. Der vereinigte Uberstand wurde in einen
Messkolben Uberfuhrt und mit AF-Puffer auf 25 ml aufgefullt. 4 ml der Losung wurden
mit 16 ml AF-Puffer versetzt und wie bei den Urinproben auf eine Waters Sep-Pak
Kartusche geladen, gewaschen und eluiert. Das Eluat wurde gemafl dem Verfahren

fur Urinproben angereichert und analysiert.

2.5.9 Bestimmung der DNA-Addukt-Haufigkeit mittels **P-Postlabelling

Kovalente Modifikationen der DNA koénnen mittels 3'2P—Postlabelling untersucht
werden. Die Methode basiert auf der spezifischen Markierung adduktierter
Nukleotide durch eine 32P-Phosphatgruppe an der 5°-Position, der Trennung durch
zweidimensionale Dunnschichtchromatographie und anschlieRender Detektion der (3-

Strahlung.

2.5.9.1 DNA-Isolierung

Gewebe der zu untersuchenden Organe wurde homogenisiert. Ein Aliquot des
Gewebehomogenates wurde zur DNA-Gewinnung eingesetzt. Die Isolierung der
DNA wurde in Anlehnung an das Standard-Phenol-Extraktions-Verfahren (Marmur
1961) mit einigen  Modifikationen  durchgefihrt  (Gupta  1984). Zur
Konzentrationsermittiung der DNA-LOsung wurde die Extinktion bei 260 nm bestimmt
(E260nm = 1 entspricht 50 pg/ml DNA). Der Quotient E2sonm / E2s0nm €rlaubt Aussagen
Uber die Reinheit der DNA-L6sung. Ein Wert von 1,8 zeigt RNA- und Proteinfreiheit

an. Werte aullerhalb dieses Bereiches sprechen fir eine RNA- (> 1,8) bzw.



Experimenteller Teil 35

Proteinkontamination (< 1,8). Bei sehr kleinen DNA Konzentrationen (Ezsonm< 0,02)
wurde die DNA-Extraktion erneut durchgefuhrt, da niedrige Extinktionen keine

verlasslichen Aussagen Uber die Qualitat der DNA erlauben.

2.5.9.2 ¥P-Postlabelling

1 ug DNA wurden 1 h mit den Enzymen Micrococcus Endonuklease und Kalbsmilz-
Phosphodiesterase bei 37°C zu Mononukleotiden verdaut. Die Zusammensetzung
des Verdaumixes ist im nachsten Abschnitt beschrieben. Des Weiteren wurden die
adduktierten Mononukleotide angereichert, indem die Normalnukleotide durch
Nuklease P1 zu Nukleosiden abgebaut wurden. Dem Nuklease P1-Verdau folgte die
selektive Markierung mit y->P-ATP. Dabei wurde das **P-Phosphat des ATP an die
5°-Hydroxylgruppe der adduktierten 3°-Phosphomononukleotide uberfuhrt. Das
Enzym T4 Polynukleotidkinase katalysierte die Reaktion. Uberschiissiges y-*?P-ATP
wurde durch anschlielfende Apyrase-Behandlung abgebaut. Die detaillierten

Bedingungen der Inkubationsansatze sind hier zusammengefasst:

DNA-Verdau: 1h,37°C
1,2 ul Micrococcus Nuklease (120 pU) +
Kalbsmilz-Phosphodiesterase Il (4 mU)
0,8 pl CaCl, (8 mM) / Natriumsuccinat Puffer (17 mM, pH 6,0)
2,8 ul H.O
NP1-Verdau: 1h,37°C
0,96 pl Nuklease P1 (1,2 ug)
1,44 pl ZnCl, (0,1 mM)
2,4 ul Natriumacetat-Puffer (125 mM, pH 5,0)
Enzymstopp: 10 min, Raumtemperatur
1,9 pl Tris (0,92 M)
Postlabelling: 30 min, 37 °C
1ul Kinase-Puffer bestehend aus 100 mM Bicin, 50 mM MgCl,, 50 mM
Dithiothreitol, 5 mM Spermidin, pH 8,5
0,6 pl T4-Polynukleotidkinase (6 U)
50 uCi V-22P-ATP
Abbau ATP: 30 min, 37 °C
2yl Apyrase (40 mU)
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Das enzymatische Postlabelling-Protokoll entspricht weitgehend der aktuellen
Empfehlung von Phillips & Castegnaro (1999). Die adduktierten Nukleotide wurden
mittels zweidimensionaler Dunnschichtchromatographie an  Polyethylenimin-
impragnierten Celluloseplatten (0,1 mm Schichtdicke, Machery-Nagel, Dduren)
getrennt (Kuhlow 2001). Folgende Chromatographiesysteme wurden benutzt: (D1)
1,0 M Natriumphosphat pH 6,0; (D3) 3,5 M Lithiumformiat; 8,5 M Harnstoff pH 3,5;
(D4) 0,8 M Lithiumchlorid; 0,5 M Tris/HCI; 8,5 M Harnstoff pH 8,0; (D4+) 1 M
Ammoniumhydroxid.

Die Adduktflecken wurden mit Hilfe des Instantimager visualisiert und quantifiziert.

Die Addukt-Haufigkeit wurde nach folgender Formel berechnet:

Addukt Radioaktivitat (dpm/ug DNA)

fmol Addukte / ug DNA =
Spezifische Aktivitat des y->2P-ATP (dpm/fmol)

1 fmol/ug DNA entspricht 33 Addukten pro 10® Nukleotide.
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3. Ergebnisse

3.1 Mercaptursaure- und Nukleosidaddukt-Ausscheidung als Resultat der
Bioaktivierung von 1-Hydroxymethylpyren (HMP) zu 1-Sulfooxymethyl-
pyren (SMP)

Die Modifikation der DNA ist das Schlusselprinzip der Kanzerogenese. SMP bildet
mit der DNA vor allem Addukte an der exozyklischen Aminogruppe des Guanins, in
geringerem Ausmal®l auch an der exozyklischen Aminogruppe des Adenins
(Monnerjahn et al. 1993). Die biologische Konsequenz der DNA-Bindung kénnen
Mutationen sein (Kokontis et al. 1993). Adduktierte DNA kann durch
Reparaturmechanismen oder Zelltod zu Nukleosid- bzw. Nukleobasenaddukten
abgebaut und ausgeschieden werden. Bei Substanzen wie Benzo[a]pyren und
Aflatoxin B1 konnten Basenaddukte im Urin exponierter Personen identifiziert werden
(Qian et al. 1994, Casale et al. 2001). Reaktive Sulfatester reagieren nicht nur mit
der DNA, sondern in viel starkerem Mal mit anderen zellularen Nukleophilen wie
GSH, das in hoher Konzentration (1 bis 10 mM) in der Zelle vorhanden ist. Einige
benzylische Sulfatester werden z.B. durch die GST Yrs'-Yrs” und Yrs-Yrs™ der Ratte,
Enzyme der GST T Familie, besonders effizient zu entsprechenden GSH-Konjugaten
metabolisiert (Hiratsuka et al. 1994). GSH-Konjugate werden von der Ratte im

Allgemeinen zur entsprechenden Mercaptursaure abgebaut und ausgeschieden.

Auf diesen Kenntnissen basierend lasst sich postulieren (Abb. 3.1), dass die
Ausscheidung der Mercaptursaure des 1-Methylpyrens (MPMA) und des Guanosin-
Adduktes  N2(1-Methylpyrenyl)-desoxyguanosin (MPdG) das AusmaRl der
Bioaktivierung (die Bildung des reaktiven Sulfatesters) reflektiert. Dabei stellt die
Menge an MPMA den Anteil der Detoxifizierung des SMP dar, wahrend MPdG im
Wesentlichen den Umfang der DNA-Schadigung widerspiegelt. Vorausgesetzt wird
hier die effektive Konjugation des SMP mit GSH und die effektive Ausscheidung des
MPdG.

Es sollte daher zunachst untersucht werden, ob eine enzymatische GSH-Konjugation
des SMP in der Ratte stattfindet und wie hoch der Anteil ist, der zum Glutathion-S-
Konjugat des 1-Methylpyrens (MPSG) umgesetzt wird. Die GST-Aktivitat gegenlber
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SMP in cytosolischen Praparationen von Leber, Lunge, Niere und Colon beider
Geschlechter wurde bestimmt. In anschliellenden Tierversuchen wurden Ratten mit
SMP, HMP und schlieBlich MP behandelt. In Urin und Faeces der behandelten Tiere
wurde die Ausscheidung des MPdG und der MPMA hinsichtlich Menge und
Ausscheidungszeitraum untersucht. Die Ergebnisse sollten einen Einblick in Art und
Umfang der Bioaktivierung geben. Dazu wurden Methoden zur Identifizierung und

Quantifizierung der entsprechenden Metaboliten mittels LC-MS-MS entwickelt.

o
NHU\CH3
Glutathion-S-Konjugat Mercaptursaure
. (MPSG) (MPMA)
CH, CH,OH CH,0S0y
1-Methylpyren 1-Hydroxymethylpyren  1-Sulfooxymethylpyren O JII >
(MP) (HMP) (SMP)

DNA-Addukte

H
OH

Nukleosidaddukt
(MPdG)

Abbildung 3.1 Hypothetischer Bioaktivierungsweg des MP Gber HMP und SMP.

3.1.1 Nachweis des Glutathion-S-Konjugates (MPSG), der Methylpyren-
Mercaptursaure (MPMA) und des N?(1-Methylpyrenyl)-desoxy-
guanosins (MPdG)

MPSG wurde gemal 2.2.2 synthetisch hergestellt. Das gereinigte Produkt wurde im
MS-MS-Experiment untersucht. Dazu wurde die geloste Substanz (1 ng/ul in
Wasser-Acetonitril 1+1 (v/v) mit 0,1 % Ameisensaure) mittels ESI im positiven
Modus ionisiert. Bei einer lonisierungsenergie (Cone) von 30 V wurde die Substanz
nur wenig fragmentiert. Sie zeigte im ersten Massendetektor ein Molekulion m/z 523.
Durch kollisionsinduzierte Fragmentierung wurde ein Tochterionenspektrum des

Molekulions m/z 523 im zweiten Massendetektor erhalten (Abb. 3.2). Die Entstehung
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der Tochterionen m/z 148, m/z 215, m/z 486, m/z 504 und schlieBlich m/z 523
werden im dort gezeigten Fragmentierungsschema erlautert. Die Identitat des MPSG
gilt hiermit als bestatigt. Die Reinheit des MPSG wurde mittels HPLC mit UV-
Detektion uberpruft. Die Reinheit der Substanz war bei den Wellenlangen 254 nm
und 340 nm grofer als 99,5 %. Sie wurde im Folgenden als Referenz bei der
Quantifizierung mittels HPLC mit UV-Detektion verwendet.

215
100 .

[130+OH +H]* = 148
S o on 523
S - ¢ 0
S NH, NHfLNH\n’OH '
‘» . o o}
S [M+H] " =523 S
c [M- H,0] * = 504
g [M-2H,0+H] =487 215 OOO
3
:

148 487
0 T T T T T '
100 200 300 400 500
m/z

Abbildung 3.2 Tochterionenspektrum und Fragmentierungsschema von MPSG. Die Pfeile deuten
auf die Signale der lonen m/z 523 und m/z 215, welche zur Quantifizierung mittels MRM (Multiple
Reaction Monitoring) herangezogen werden kénnen.

Die gemall 2.2.1 hergestellte MPMA wurde mittels MS-MS auf ihre Identitat
untersucht. Die lonisation der MPMA (1 ng/ul, geldst in Wasser/Acetonitril 1+1 v/v)
erfolgte im negativen ESI-Modus. Ein Gesamtionenspektrum von MPMA (Abb. 3.3)
zeigt das Molekulion m/z 376 und zwei Tochterionen bei m/z 247 und m/z 162.
Hierbei ist m/z 162 charakteristisch fur das Fragment N-Acetylcystein. Das Fragment
m/z 247 wird durch den Verlust der N-Acetyl-2-aminopropionsaure verursacht. Der
Befund wurde durch weitere MS-MS-Experimente mit Tochterionenscan und
Mutterionenscan bestatigt. Die Identitat der synthetisch hergestellten MPMA galt
damit als bestatigt. Die Reinheit wurde mittels HPLC mit UV-Detektion Uberprift. Sie
war bei beiden Wellenlangen (A = 254 nm; 340 nm) gréRer als 99,5 %. Die Substanz
wurde als Referenz zur Quantifizierung von MPMA herangezogen, dabei wurde der
Verlust des N-Acetyl-2-aminopropionsaure-Fragmentes zur Quantifizierung mittels
LC-MS-MS im MRM-Modus herangezogen (Pfeile in der Abbildung).
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Abbildung 3.3 Massenspektrum und Fragmentierungsschema der MPMA.

Die Substanz MPdG wurde uns von Herrn Dr. Seidel zur Verfugung gestellt. Die
Reinheit der Substanz wurde mittels HPLC mit UV-Detektion Uberprift. Bei einer
Wellenlange von 340 nm betrug sie mehr als 95 %. Da die Substanz als Referenz
zur Bestimmung von MPdG in Urin und Faeces mittels LC-MS-MS dienen sollte,
wurden im Folgenden die Bedingungen zur MS-MS-Detektion etabliert. Das Molekdl
MPdG ist nicht-ionisch. Die lonisierung wurde durch negative APcl herbeigefuhrt.
Das Gesamtionenspektrum unter den angegebenen Bedingungen zeigte
uberwiegend das Molekulion bei m/z 480 (nicht abgebildet). Die kollisionsinduzierte
Fragmentierung des Molekilions lieferte die Tochterionen m/z 149, m/z 255, m/z 364
(Abb. 3.4). Das erstere deutet auf ein intaktes Guanin-Fragment hin. Das letztere
entsteht aus dem MPdG-Molekual nach der Abspaltung der Desoxyribose. Zur
Quantifizierung wurden die lonen m/z480 und m/z 149 herangezogen. Die
technischen Details sind in Tabelle 2.2 (Abschnitt 2.5.1) dargelegt.
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Abbildung 3.4 Tochterionenspektrum und Fragmentierungsschema von MPdG.

3.1.2 In vitro Bestimmung der GST-Aktivitat gegeniber 1-Sulfooxymethyl-
pyren (SMP)

Zur Bestimmung der GST-Aktivitat in vitro wurde SMP in Anwesenheit von GSH mit
Cytosolpraparationen der Ratte inkubiert (Abschnitt 2.3.1). Durch Messung des
entstandenen Glutathionkonjugates (MPSG) im Inkubationsansatz mittels HPLC mit
UV-Detektion wurde die Umsatzrate von SMP zu MPSG bestimmt (Abschnitt 2.5).

SMP wurde in Anwesenheit von GSH und Cytosolen verschiedener Organe der
Ratte zu MPSG umgesetzt. In einem Parallelansatz wurde an Stelle von Cytosol eine
entsprechende Menge an Rinderserumalbumin eingesetzt. Dabei konnte keine
MPSG-Bildung beobachtet werden. Bis zu einer Konzentration von 1 yM wurde SMP
durch Rattenlebercytosol nahezu quantitativ. zu MPSG umgesetzt. Bei einer

Konzentration von 100 yuM wurden 8 % des Substrates umgesetzt.

Cytosolpraparationen von Leber, Niere, Lunge und Colon einer mannlichen und einer
weiblichen Ratte wurden auf ihre GST-Aktivitat gegeniber SMP untersucht. Zur
Bestimmung der Umsatzrate wurden zunachst jeweils die Linearitatsbereiche der
entsprechenden Cytosole ermittelt, in denen die Menge des gebildeten MPSG linear

mit der Zeit und Proteinmenge zunahm. Innerhalb eines Inkubationszeitfensters von
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10 min wurde bei allen Organen eine lineare Zunahme der MPSG-Bildung
beobachtet. Es wurde daher in nachfolgenden Untersuchungen eine Inkubationszeit
von 10 min gewahlt. Es konnte jedoch kein Bereich festgestellt werden, in dem die
gebildete MPSG-Menge wirklich mit der Proteinkonzentration linear zunahm
(Abb. 7.1 im Anhang). Um trotzdem einen Einblick in die GST-Aktivitat der
Cytosolpraparationen gegenuber SMP zu erlangen, wurde zur Ermittlung der
Umsatzrate bei einer Proteinmenge von bis zu 0,2 mg/ml und einer
Substratkonzentration von 100 pM inkubiert (Abschnitt 2.3.1).

Die Cytosolpraparationen aller untersuchten Organe (Leber, Niere, Lunge und Colon)
wiesen GST-Aktivitat gegenuber SMP auf (Tab. 3.1). Die Umsatzraten der Leber-
und Coloncytosole bei beiden Geschlechtern einschliel3lich der des Nierencytosols
des Mannchens waren mit Werten zwischen 2200 bis 2700 pmol/mg Protein/min
ahnlich. Die Umsatzrate des Nierencytosols der weiblichen Ratte betrug dagegen nur
etwa 30 % der des Mannchens. Cytosolpraparationen der Lungen wiesen hohere
Aktivitaten auf. Die Umsatzrate des Lungencytosols des Mannchens war um 25 %
hoher als die der Leber, wahrend die des Weibchen 50 % hoher war als die der
Leber und des Colons. Die Niere des Mannchens schien aktiver (um 200 %) zu sein
als die des Weibchens, wahrend die Lunge beim Weibchen die Aktivere war (um 25
%). Obwohl sich die Umsatzraten (pmol MPSG/mg Protein/min) unter den
angegebenen Bedingungen (< 0,2 mg Protein/ml) bei den untersuchten Organen
nicht zu unterscheiden schienen, wurden bei hdheren Proteinkonzentrationen (1
mg/ml) unterschiedliche Gesamtumsatze (pmol MPSG im Ansatz) erreicht. Diese
betrugen bei Leber und Niere bis zu 2000 pmol, wahrend bei der Lunge und Colon
weniger als 1000 pmol MPSG im Gesamtansatz gefunden wurden (Abb. 7.1 im
Anhang).
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Tabelle 3.1 Umsatzrate der Glutathionkonjugation von SMP. SMP (100 yM im Inkubationsansatz)
wurde in Anwesenheit von Glutathion (1 mM) mit Cytosolpraparationen (0,2 mg/ml im Inkubations-
ansatz) verschiedener Organe bei 37 °C 10 min inkubiert. Die Bildung von MPSG wurde mittels HPLC
mit UV-Detektion bestimmt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus

Vierfachbestimmungen mit der gleichen Cytosolpraparation.

Umsatzrate, pmol/ mg Protein / min

Cytosol Mannlich Weiblich
Leber 2420 + 180 2490 + 50
Niere 2420 + 930 780 £ 90
Lunge 4270 + 140 5970 + 190
Colon 2600 + 80 2400 £+ 120

3.1.3 In vivo Untersuchungen zur Ausscheidung von N?-(1-Methylpyrenyl)-
desoxyguanosin (MPdG) und Methylpyren-Mercaptursaure (MPMA)

3.1.3.1 Evaluierung der Probenvorbereitung

MPMA aus Urinproben wurde mittels Flussig-Flussig-Extraktion auf Extrelut-Saulen
angereichert. Fur die Bestimmung der Wiederfindungsrate wurden Urinproben von
unbehandelten Tieren mit MPMA dotiert. Die Dotierung erfolgte in zwei
Konzentrationen, da die Konzentrationen in authentischen Proben Uber einen weiten
Bereich streuten. Die Wiederfindungsrate fur beide Konzentrationen, 240 und 740
pmol / ml Urin, unterschieden sich statistisch nicht. Daher wurden die Daten
zusammengefasst. Die Wiederfindung fur Urin betrug 54 £ 3 % (n = 25).
Plasmaproben (400 pmol/ml) ergaben mit 48+7 % (n=6) eine ahnliche
Wiederfindung. Bei Faecesproben (150 pmol/g Homogenat) betrug sie hingegen
81+ 11 % (n=>5). Zur Quantifizierung in biologischen Proben wurden die Daten
mittels einer externen Kalibrierkurve ausgewertet, welche im Bereich von 80 bis 8000

fmol / Injektion linear war.

FUr die MPdG-Bestimmung wurden Urin- und Faecesproben gemald Abschnitt 2.5.8
aufgearbeitet. Die Wiederfindungsraten wurden durch Zugabe von MPdG-Standard-
substanz zu den Nullproben (40 pmol/ml Urin, 120-4000 pmol/g Faeceshomogenat)

bestimmt. Sie betrugen 95+2% (n = 3) im Urin und waren grof3er als 95 % in
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Faeces. Die Quantifizierung der Probe erfolgte gegen eine externe Kalibrierkurve
(300 bis 2300 fmol/ Injektion).

3.1.3.2 Methylpyren-Mercaptursaure (MPMA) und N?-(1-Methylpyrenyl)-desoxy-
guanosin (MPdG) in Korperflussigkeiten und Faeces nach Applikation von
1-Hydroxymethylpyren (HMP)
Die Ausscheidung von MPMA und MPdG wurde als Parameter der Aktivierung von
HMP zu reaktivem SMP postuliert. Die Hypothese sollte durch Bestimmung der
MPMA- und MPdG-Ausscheidung nach Behandlung von Ratten mit HMP bestatigt
werden. In vorangegangenen Versuchen wurde eine Konjugation des SMP mit GSH
in vitro nachgewiesen. Des Weiteren wurden geeignete Methoden zur Untersuchung
von MPMA und MPdG erarbeitet. Die Voraussetzungen flr einen Tierversuch waren
somit geschaffen. Dazu wurden Ratten gemaly Abschnitt 2.4.2 mit HMP behandelt.
Urin-, Faeces- und Plasmaproben wurden entnommen und auf MPMA und MPdG

untersucht.
MPdG konnte weder im Urin noch in Faeces der HMP-behandelten Tiere

nachgewiesen werden. MPMA hingegen war in allen untersuchten Korperflussig-

keiten und auch in Faeces enthalten.

Quantifizierung von MPMA im Plasma

HMP behandelte weibliche Ratten (pro Gruppe 3 Tiere) wurden zu den gezeigten
Zeitpunkten nach der Applikation durch Dekapitation getotet (Tab. 3.2). Bereits 30
min nach der HMP-Behandlung konnte MPMA im Plasma aller Tiere der Gruppe
identifiziert werden. Die interindividuelle Variabilitdt der MPMA-Konzentration im
Plasma ist gro3. Die Daten deuten auf einen Anstieg in einem Zeitraum von 0,5 h bis
3 h nach der Behandlung hin. Bereits 12 h nach der Applikation sanken die
Plasmakonzentrationen bei zwei von drei Proben unter das Detektionslimit. Bei
einem Tier konnte jedoch nach 24 h immer noch eine erhebliche MPMA-

Plasmakonzentration (350 nM) nachgewiesen werden (Tab. 3.2).
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Tabelle 3.2 MPMA-Konzentration in Plasma von mit HMP behandelten weiblichen Ratten
(250 ymol/kg KM, i.p.). Die Tiere wurden nach der angegebenen Zeit durch Dekapitation getotet.
Jeder Wert reprasentiert ein anderes Tier. Zum Zeitpunkt 0 h gezeigte Werte stammen von

unbehandelten Tieren. Die Detektionsgrenze betragt 30 nM.

Zeit (h) MPMA-Konzentration in Plasma (nM)
0 <30, <30, <30
0,5 40, 128, 135
0,75 310, 940, -*
3 790, 1290, 5780
12 <30, <30, 510
24 <30, <30, 350

? Probenverlust bei der Aufarbeitung

Quantifizierung von MPMA in Urin und Faeces

Drei mannlichen (M1, M2 und M3) und drei weiblichen (F1, F2 und F3) Ratten wurde
einmalig eine Dosis HMP (250 umol/kg KM, i.p.) appliziert. Die renale Ausscheidung
von MPMA wurde Uber einen Zeitraum von 7 Tagen verfolgt. Im gesamten
Beobachtungszeitraum von 7 Tagen wurden weniger als 1 % der Dosis als MPMA
renal ausgeschieden, mehr als 80 % davon in den ersten 48 h. Der Zeitverlauf der
renalen MPMA-Ausscheidung ist in Abbildung 3.5 dargestellt. Die Originaldaten sind
der Tabelle 7.2 des Anhangs zu entnehmen. Ein starker Anstieg und Abfall der
MPMA-Exkretion war bei den Weibchen zu erkennen. Ein Ausscheidungsmaximum
lag zwischen 6 und 9 h nach der Applikation. Die Daten der Mannchen unterlagen
starken Schwankungen. Es war nicht moglich, das Ausscheidungsmaximum bei den

mannlichen Ratten festzulegen.
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Zeit nach der Applikation

Abbildung 3.5 Die renale MPMA-Ausscheidung bei weiblichen und mannlichen Ratten nach
einmaliger i.p. Applikation von HMP (250 pmol/kg KM). Es wurden je Geschlecht drei Tiere
verwendet. Die durchgezogenen Linien stellen die Mediane dar. Die Werte der einzelnen Tiere sind
durch Punkte, Kreise und Dreiecke gekennzeichnet. Fehlende Datenpunkte beruhen auf fehlenden
Urin-Ausscheidungen in entsprechenden Zeitraumen. Fur die Periode vor der Applikation ist die

Detektionsgrenze von 10 nmol MPMA / g Kreatinin angegeben.

Faeces wurden parallel zur Urinentnahme alle 24 h gesammelt und wie beschrieben
(Abschnitt 2.5.7) auf MPMA untersucht. MPMA wurde, mit einer Ausnahme, in allen
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Proben der ersten 48 h identifiziert (Abb. 3.6). Ein Geschlechtsunterschied
hinsichtlich der Menge der Uber Faeces ausgeschiedenen MPMA war nicht

erkennbar.
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Abbildung 3.6 Ausscheidung von MPMA in Faeces von weiblichen (F1 - 3) und mannlichen (M1 - 3)
Ratten nach einmaliger i.p. Applikation von HMP (250 ymol/kg KM). Die Daten beziehen sich auf
dieselben Tiere wie in Abbildung 3.5. Die Originaldaten sind der Tabelle 7.2 des Anhangs zu

entnehmen.

Bei Betrachtung der gesamten MPMA-Exkretion (48 h, in Urin und Faeces) ist ein
Geschlechtsunterschied hinsichtlich der ausgeschiedenen Menge zu verzeichnen.
Weibliche Ratten schieden ca. 7-fach mehr MPMA aus als die mannlichen Tiere. In
Bezug auf den Ausscheidungsweg Uberwiegt bei weiblichen Ratten die renale
Exkretion (68 — 88%) und bei den Mannchen der biliare Weg (49 — 78 % der
Gesamtausscheidung in 48 h). Die Originaldaten sind in Tabelle 7.4 des Anhangs

zusammengefasst.

3.1.3.3 Mercaptursaure des 1-Methylpyren (MPMA) im Urin nach Applikation von
1-Methylpyren (MP)

Drei mannliche Ratten bekamen einmalig eine Dosis MP (250 ymol/kg KM, i.p.)
appliziert. Die Zeitkurve der MPMA-Ausscheidung nach der Applikation wird in
Abbildung 3.7 aufgezeigt (Originaldaten siehe Tabelle 7.5 des Anhangs). Es ist eine
langsame Zunahme der renalen MPMA-Konzentration bis 6 h nach der Applikation
zu erkennen, gefolgt von einem Plateau zwischen 6 und 12 h. 12 h nach der
Applikation fiel die MPMA-Konzentration im Urin langsam ab. Innerhalb der ersten
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48 h wurde insgesamt 0,02 bis 0,11 % des applizieten MP renal als MPMA
ausgeschieden. Diese Werte bewegen sich in der selben GréRenordnung wie bei
den mit HMP behandelten mannlichen Ratten (0,02 bis 0,2 % der Dosis, Daten siehe
Tabelle 7.2 im Anhang).
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Zeit nach der Applikation

Abbildung 3.7 Die renale MPMA-Ausscheidung bei mannlichen Ratten (n = 3) nach einmaliger
Applikation von MP (250 pmol/kg KM, i.p.). Die durchgezogenen Linien stellen die Mediane dar. Die
Werte der einzelnen Tiere sind durch Punkte, Kreise und Dreiecke gekennzeichnet. Fiur die Periode

vor der Applikation ist die Detektionsgrenze von 10 nmol MPMA / g Kreatinin angegeben.

3.1.3.4 Quantifizierung von der Methylpyrenyl-Mercaptursdure (MPMA) und dem
NZ-(1-Methylpyrenyl)-desoxyguanosin (MPdG) im Urin von Ratten nach
Applikation von 1-Sulfooxymethylpyren (SMP)

Die Bestimmung von MPMA und MPdG bei mit HMP bzw. MP behandelten Tieren
hat gezeigt, dass weit weniger als 1 % der applizierten Dosis als MPMA
ausgeschieden wurde. Dies wirft die Frage auf, ob HMP bzw. MP tatsachlich in so
geringer Menge zu SMP aktiviert werden. Um die Moglichkeit der ineffektiven MPMA-
Ausscheidung auszuschliel3en, wurden exemplarisch zwei weibliche Ratten mit dem
reaktiven Metaboliten SMP (250 umol mmol/kg KM) behandelt (Abschnitt 2.4.4).
Dieser Teilversuch sollte klaren, a) in welcher GroRenordnung und in welchem
Zeitraum SMP als Mercaptursaure ausgeschieden wird und b) ob die starke DNA-
Adduktbildung des SMP zur Ausscheidung von MPdG fuhrt.



Ergebnisse 49

Die Tiere wurden nach der Behandlung in Stoffwechselkafigen gehalten. Da
innerhalb der ersten 24 h nach der Behandlung im Allgemeinen der grofte Teil der
Metaboliten ausgeschieden wird, wurden in diesem Zeitraum kurze Zeitabstande bei
der Probenentnahme gewahlt (Abb. 3.6). Danach wurden die Proben Uber 24 h
gesammelt, bis die Tiere unerwartet an einer hamorrhagischen Entzindung des
Dunn- und Dickdarms starben. Der Todeszeitpunkt war 3 Tage (Tier 1) bzw. 6 Tage
(Tier 2) nach der Applikation. Entziindete Darmwande und blutiges Gewebswasser
im Bauchraum wurden vorgefunden. Leber, Niere und Lunge waren morphologisch
intakt.

Ein Maximum der MPMA-Exkretion war bei beiden Tieren zwischen 3 und 9 h nach
der Applikation zu beobachten (Abb. 3.8). Die renale Ausscheidung an MPMA
innerhalb der ersten 48 h betrug in beiden Fallen mehr als 90 % (99,9 % und 92,8 %)
der Ausscheidung im gesamten Beobachtungszeitraum. Es wurde jedoch insgesamt
weniger als 1 % der Gesamt SMP-Dosis als MPMA renal ausgeschieden (0,61 % bei
Tier 1 und 0,14 % bei Tier 2). Im Urin von Tier 1 wurde eine insgesamt etwa 4-fach
hohere Menge an MPMA (0,61 % der Dosis) gefunden als im Urin von Tier 2

(0,14 %). Die Originaldaten sind der Tabelle 7.6 des Anhangs zu entnehmen.

MPdG konnte im Urin beider SMP-behandelten Tiere identifiziert werden. Abbildung
3.9 zeigt ein typisches Chromatogramm der Urinanalyse mittels LC-MS-MS.
Urinproben der ersten 12 h nach der Applikation, welche fur eine Einschatzung der
MPdG wichtig waren, wurden zunachst fur MPMA-Bestimmungen verwendet. Die
verbliebene Probenmenge wurde auf MPdG untersucht, es konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden. Eine kleine Menge an MPdG wurde im Urin zwischen 12 und
24 h gefunden. Die Ausscheidung der beiden Tiere betrug jeweils 47 pmol und 14
pmol MPdG. Dies ist weniger als 0,9 ppm der Dosis. Unter der Detektionsgrenze lag
auch die MPdG-Menge der gepoolten Urinproben von 24 bis 48 h, von 48 bis 72 h,

sowie der Faecesproben vom Zeitpunkt der Applikation bis 48 h.
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Abbildung 3.8 Verlauf der renalen Ausscheidung von MPMA in weiblichen Ratten nach einmaliger
Applikation von SMP (250 pymol/kg KM, i.p.).
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Abbildung 3.9 Identifizierung von MPdG im Rattenurin nach Applikation von SMP (250 uymol/kg KM,
i.p.). Die Analyse erfolgte mittels HPLC mit MS-MS-Detektion im MRM-Modus (m/z = 480 - 149).
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3.2 Untersuchung zum Metabolismus von 1-Hydroxymethylpyren (HMP)

Die vorangegangenen Versuche haben gezeigt, dass weniger als 1 % des
applizierten HMP als Mercaptursaure MPMA ausgeschieden wurde. Dieser Befund
fuhrt zu einer fur die Risikoabschatzung des benzylischen Alkohols HMP bzw. seiner
metabolischen Muttersubstanz MP wichtigen Frage: Welche sind die alternativen

Metabolismuswege?

3.2.1 Ausscheidung und Gewebeverteilung der Radioaktivitait nach **C-
Hydroxymethylpyren-Applikation
"“C-markierte Substanz verhdlt sich metabolisch wie die nicht markierte. lhre
Metaboliten sind aufgrund der Radioaktivitat leicht zu erkennen und die spezifische
Radioaktivitdt andert sich wahrend der Absorption, Verteilung und Ausscheidung
nicht. Diese Eigenschaften wurden zur Untersuchung des Ausscheidungsverhaltens
und der Identifizierung von Metaboliten von HMP ausgenutzt. Mit '*C-HMP
behandelte Ratten wurden in Stoffwechselkafigen gehalten und Faeces- und
Urinproben wurden gesammelt (Abschnitt 2.4). Urin, Faeces und diverse
Gewebeproben wurden mittels Szintillationszahlung auf ihre Gesamtradioaktivitat
untersucht und bilanziert. Die Erkennung der Metaboliten erfolgte nach
chromatographischer Trennung mit UV (PDA 200 bis 400 nm) und Radiofluss-
detektion (System 4, Tab. 2.1, Abschnitt 2.5.1). Die UV-Spektren wurden den Peaks
der Radiodetektion zugeordnet. Die Strukturvorschlage basieren auf LC-MS-MS-
Experimenten, wobei Proben von Tieren verwendet wurden, die nicht radioaktives

HMP in gleicher Dosis erhalten hatten (Tierexperiment siehe Abschnitt 2.4.2).

3.2.1.1 Ausscheidung und Verteilung der Radioaktivitat nach der Applikation von
14C-Hydroxymethylpyren

Zur Untersuchung der Ausscheidung und Verteilung von HMP und seiner

Metaboliten wurde in einem Vorversuch eine mannliche Ratte mit “C-HMP

behandelt (Abschnitt 2.4.5) und Urin sowie Faeces Uber 7 d gesammelt. Die

Aufarbeitung der Urin- und Faecesproben entsprach der im Abschnitt 2.5.2

beschriebenen Methode. Uber 7 d wurden im Urin und Faeces 38,9 % bzw. 31,9 %

der Gesamtdosis gefunden, davon mehr als 95 % in den ersten 48 h, weniger als
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5 % vom Tag drei zu Tag sieben. Aus diesem Grund wurde der Hauptversuch auf
48 h beschrankt. In Tabelle 3.3 ist die Gesamtexkretion der Radioaktivitat (% Dosis)

zusammengefasst.

Tabelle 3.3 Exkretion von Radioaktivitéat (% Dosis) tUber 48 h nach Behandlung von Ratten mit

"C-HMP. Die Angaben sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus Messungen von je Gruppe

drei Tieren.
% Dosis
Urin Faeces Gesamt

Weibchen 0-24h 18,1+1,5 30,8+ 1,9

24 -48h 2,7+0,6 9,1+ 19

0-48h 60,8+ 3,9
Mannchen 0-24h 30,1+ 4,1 142 +12,7

24 -48h 74+53 12,2+ 9,1

0-48h 63,9+ 3,6

Bezuglich der Gesamtausscheidung der Radioaktivitat lie® sich kein
Geschlechtsunterschied feststellen. Der Hauptanteil wurde binnen 24 h
ausgeschieden. Bei den mannlichen Ratten Uberwog die renale Ausscheidung in den
ersten 24 h die Ausscheidung Uber Faeces, wahrend bei den weiblichen Tieren die
uber Faeces ausgeschiedene Radioaktivitat prozentual hoher war. Ob ein Stoff
bevorzugt Uber Galle oder Harn ausgeschieden wird, hangt von vielen Parametern
ab. Dabei spielt die MolekulgroRe eine wichtige Rolle. Die Konjugationsreaktionen
fugen nicht nur geladene Gruppe ein, sondern erhdhen gleichzeitig auch das
Molekulargewicht der Metaboliten. Hochmolekulare Konjugate werden bevorzugt
Uber die Galle und intestinale Mucosa eliminiert. Bei Ratten liegt die Grenze bei etwa
325 Da. Der Unterschied im renalen und bilidren Anteil deutet auf
Geschlechtsunterschiede in den metabolischen Aktivitaten und/oder Transport-

systemen hin.

Die Gesamtausscheidung (Urin und Faeces) in 48 h betrug maximal 70 % der Dosis.
Die Ergebnisse des Vorversuchs gaben Grund zu der Annahme, dass eine langere
Beobachtungsperiode die Wiederfindung nicht wesentlich erhdhen wirde. Das warf
die Frage auf, wodurch diese Differenz verursacht wurde. Wie bereits erwahnt,

wurden Urin- und Faecesproben in Markuran Stoffwechselkafigen gesammelt.
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Aufgrund der Lipophilie des Pyrenkorpers ist es denkbar, dass ein Teil der
ausgeschiedenen Metaboliten an die Kunststoffoberflache adsorbierte. Diese
Vermutung wurde dadurch bestatigt, dass etwa 8 % der applizierten Dosis durch
intensives Spulen der Kafige wieder gefunden wurde. Ein erheblicher Teil der
Radioaktivitat blieb trotz des Spulens an der Gefaldwand haften, welcher durch einen
Wischtest des GefalRes nachgewiesen wurde. Dessen prozentualer Anteil war aus
technischen Grinden nicht zu ermitteln. Eine andere Fehlerquelle kdnnte in der
Applikation bestehen. Die Lesegenauigkeit der Injektionsspritze z.B. betrug + 10 pl.
Bei Applikationsvolumen zwischen 80 und 120 ul belief sich der Applikationsfehler

auf etwa 10 %.

3.2.1.2 Gewebeverteilung der Radioaktivitat nach 48 h

Die Tiere wurden 48 h nach der Applikation durch Dekapitation getotet. Die Organe
wurden entnommen und wie beschrieben behandelt (Abschnitt 2.5.2). Die
Gesamtradioaktivitat, die noch in den Geweben verblieben war, betrug bei den
Weibchen jeweils 2,3 %, 2,5 %, und 3,1 % der Dosis und bei den Mannchen jeweils
2,8 %, 3,3 % und 3,1 % der Dosis. Ein Groldteil der im Korper verbliebenen
Radioaktivitat (> 80%) wurde im Fettgewebe wiedergefunden. In Abbildung 3.10 ist
die Verteilung der Radioaktivitat in unterschiedlichen Geweben von einem Mannchen
und einem Weibchen dargestellt. Weitere zwei Mannchen und zwei Weibchen
wurden auf die im Korper verbliebene Radioaktivitat untersucht. Dabei wurden
Mukosa und glatte Muskulatur verschiedener Darmabschnitte getrennt betrachtet.
Die Gewebeverteilung der Radioaktivitat war in allen untersuchten Tieren ahnlich.
Die Darstellung in Abbildung 3.10 ist reprasentativ fur alle Tiere. Ein
Geschlechtsunterschied konnte nicht festgestellt werden.
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Abbildung 3.10 Verteilung der Radioaktivitdt in Geweben einer mannlichen und einer weiblichen
Ratte nach Behandlung mit "C-HMP. Die Angabe (% Dosis) wurde errechnet aus dem Quotienten der

Radioaktivitat (dpm) entsprechender Gewebe und der applizierten Dosis (dpm).

3.2.2 Metabolitenidentifizierung im Urin nach Applikation von 1-Hydroxy-
methylpyrene (HMP)

3.2.2.1 Untersuchungsstrategie

Der Metabolismus der Pyrenderivate fuhrt weitgehend zu Konjugaten mit intaktem
Pyrensystem. Dihydrodiole, bei denen die Pyrenstruktur und mit ihr das
pyrentypische UV-Spektrum verloren gingen, wurden nur in geringer Menge gebildet.
Darum galt das Interesse vorerst Metaboliten mit pyrenspezifischen UV-Spektren.

Um diese selektiv aufzuspuren wurden Chromatogramme bei 340 nm aufgezeichnet.

Die weitere Metabolitenidentifizierung erfolgte weitgehend Uber LC-MS-Analyse
(System 5, Abschnitt 2.5). Durch Splitten des Flusses nach der HPLC-Trennung
wurde zu der Gesamtionenstromspur gleichzeitig auch ein UV-Chromatogramm
erhalten. Als lonisationsmethoden wurden ESI und APcl jeweils in positivem und

negativem Modus getestet. ESI- wurde als geeignete lonisationsmethode fur weitere
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Untersuchungen angewendet, da sie eindeutige Massenspekiren zu den
entsprechenden UV-Signalen lieferte. Die Untersuchungsstrategie ist in Abbildung

3.11 vereinfacht dargestellt.
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g \
Pyrenspezifische Massen mdoglicher
UV-Spektren Metaboliten

S &
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Abbildung 3.11 Strategie zur

Konjugate ? Metabolitenidentifizierung.
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Viele Metaboliten werden konjugiert ausgeschieden. Sulfo- und Glucuronsaure-
Konjugate kénnen enzymatisch durch Sulfatase bzw. Glucuronidase gespalten
werden. Dabei wird das Aglykon freigesetzt. Der Schwund vorhandener Metaboliten
und das Herausbilden neuer Substanzen nach enzymatischer Spaltung sollten als
zusatzlicher Nachweis fur Sulfo- und Glucuronsauren-Konjugate dienen. Die
kommerziell erhaltlichen Sulfatasen und Glucuronidasen sind leider nicht naher
charakterisiert oder mit gewisser Glucuronidase- bzw. Sulfatase-Aktivitat
kontaminiert. So wurde eine bakterielle Sulfatase mit bekannter Glucuronidase-

aktivitat verwendet.

Cytochrom P450-Enzyme vermogen das Pyrenringsystem vom HMP zu
hydroxylieren, wobei Phenole entstehen (Engst et al. 1999). Diese haben die
Eigenschaft, bei pH-Anderung ihr Absorptionsmaximum reversibel zu verandern. Die
Hydroxygruppe wird im alkalischem Milieu deprotoniert. Das konjugierte System, das
fur das UV-Spektrum entscheidend ist, wird durch die ionisierung der Hydroxygruppe

erweitert. So unterscheiden sich die Absorptionsmaxima von Phenolen
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polycyclischer aromatischer Kohlenwasserstoffe um etwa 20-30 nm je nach dem, ob
der pH-Wert unter oder Uber ihrem pK,;-Wert liegt. Diese Eigenschaft wurde als ein
weiterer Nachweis flr phenolische Strukturen nach der massenspektrometrischen
Identifizierung genutzt. Dieses Verfahren wird in Abschnitt 2.5.3 detailliert

beschrieben und in dieser Arbeit allgemein als Phenol-Test bezeichnet.

Anhand der UV-Spektren, der massenspektrometrischen Experimente, der
enzymatischen Verdaus zur Erkennung von Sulfo- bzw. Glucuronsauren-Konjugaten
und schlieBlich des Phenol-Tests wurde eine Reihe von Einzelinformationen
zusammengetragen, die schliellich ein Gesamtbild des jeweiligen Metaboliten
liefern. In den folgenden Abschnitten werden die Informationen detailliert dargestellt
und zusammengesetzt. Die Strukturvorschlage sind aus der zusammengetragenen

Informationen abgeleitet.

3.2.2.2 Metabolitenidentifzierung im Urin

Die renale Ausscheidung stellt einen wichtigen Eliminationsmechanismus des
Organismus dar. Bei den renalen Metaboliten handelt es sich meist um
niedermolekulare, leicht wasserlosliche Substanzen. Abbildung 3.12 zeigt ein
Chromatogramm der Urinprobe einer mannlichen Ratte. Mindestens zehn
Substanzen weisen pyrenahnliche UV-Spektren (Abb. 3.13) auf und stellen daher
potenzielle Metaboliten des HMP dar. Hierbei handelt es sich bei der Substanz Nr. 10
um das applizierte HMP, welches durch Kochromatographie mit der kommerziell

verfugbaren Referenzsubstanz identifiziert wurde.
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Abbildung 3.12 Chromatogramm der Urinproben einer mannlichen Ratte (gesammelt von 0-3 h
nach der Applikation). Die chromatographischen Bedingungen entsprachen dem im Abschnitt 2.5.1
dargestellten System 1. Die Detektion erfolgte mit UV bei 340 nm. Die nummerierten Signale weisen

pyrendhnliche UV-Spektren auf und sind im Urin unbehandelter Tier nicht zu finden.

242,8

244,0 1 278,2 soo 2
2782 :
3469

(=]

2440

242,8 4 242,8 5
278,2
270 350,5 7182 3493
3457 \
242,8 7 242,8 8 244,0 9
277,0
3469 275,8 280,5
330,3 3434 351,7

387,3

241,7 10

275,8 3255

Absorption —>

Wellenlange —>

Abbildung 3.13 UV-Spektren der renal ausgeschiedenen Metaboliten von HMP. Die Spektren der

Peaks aus der Abbildung 3.12 wurden im Bereich von 210 bis 400 nm mit einem PDA aufgenommen.

Identifizierung von Peak 1 und 2

Aufgrund der starken Ahnlichkeit der UV- und MS-Spektren werden die Metaboliten 1
und 2 hier zusammen bearbeitet. Das Signal bei m/z 341 spielt eine dominante Rolle

bei beiden Substanzen.
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Abbildung 3.14 Massenspektren der Metaboliten 1 (oben) und 2 (unten).
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Abbildung 3.15 Tochterionenspektren vom lon m/z 341 zu den Metaboliten 1 (oben) und 2 (unten).

Durch Vereinigung mehrerer entsprechender HPLC-Fraktionen konnte genug
Material gesammelt werden, um MS/MS-Experimente durchzufihren. So ergaben
sich fur das lon m/z 341 die Tochterionen m/z 261, m/z 217 und m/z 97 (Abb. 3.15).
Die Tochterionenspektren des lons m/z 341 fur die Metaboliten 1 und 2 sind nahezu
identisch. Dies deutet auf eine Stellungsisomerie hin. Dem Fragmentierungsmuster
im MS/MS-Experiment zufolge konnte es sich um den phenolischen Sulfat-Ester des
Ringhydroxylierungsproduktes von PCS, einem Oxidationsprodukt des HMP,
handeln (Abb. 3.16).
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Abbildung 3.16 Strukturvorschlag und Fragmentierungsmuster der Metaboliten 1 und 2 (links). Die
phenolische OH-Gruppe kann verschiedene Stellungen am Ring annehmen, das Molekilion der
Substanz ist m/z 341. Die mdéglichen Strukturen der Substanzen nach einem Sulfatase-Verdau und

deren Fragmentierungsmuster sind rechts abgebildet. Das Molekdlion dieser Struktur ist m/z 261.
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Abbildung 3.17 HPLC-Analyse von Metabolit 1 (A) und 2 (B) nach Behandlung mit
Sulfatase/Glucuronidase. Die HPLC-Chromatogramme wurden mit System 5 (Abschnitt 2.5, Tab. 2)

bei 340 nm aufgenommen.

Der Nachweis, ob es sich um Sulfo-Konjugate handelte, sollte durch eine
Behandlung der Fraktionen mit Sulfatase erbracht werden. Nach der Behandlung
verschwand der Metabolit 1 (R; 4,0 min), es entstanden zwei neue Substanzen mit
Rt 8,7 und 9,2 min (Abb. 3.17 oben). Die Peakflache der Substanz 1 (R; 8,7 min)
uberwog die der Substanz 2 (R; 9,2 min). Metabolit 2 verschwand ebenfalls nach der
enzymatischen Behandlung, eine neue Substanz wurde gebildet (Abb. 3.17 unten),

die mit dem Produkt (Rt 9,2 min) des Metaboliten 1 nach der Behandlung koeluierte.
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Metabolit 1 kdnnte daher ein Gemisch aus Sulfatestern zweier Stellungiosmere
bestehen, die lediglich in der Position der Ringhydroxylierung sich unterscheidet.
Dabei koeluiert eine der Isomere zufallig in angewendeten Trennsystem zufallig mit
dem Abbauprodukt des Metaboliten 2. Es ist jedoch nicht auszuschlie3en, dass das
zweite Verdauprodukt des Metaboliten 1 durch ungenau geschnittene Fraktionen
entstand. Das Ergebnis des enzymatischen Verdaus und das
Fragmentierungsmuster in den MS-MS-Experimenten lassen darauf schliel3en, dass

hier Sulfo-Konjugate vorliegen durften.

Die Struktur des Aglykons wurde nach dem Verdau durch LC-MS-Analyse ermittelt.
MS-Spektren der beiden Abbauprodukte des Metaboliten 1 (Abb. 3.18 oben links)
zeigen das Molekulion m/z 261. Die Tochterionenspektren des Molekilions
(Abb. 3.18 oben rechts) weisen die bekannten Fragmente m/z 261 und m/z 217 auf.
Das Fragment m/z 97, das fur Sulfo-Konjugate charakterisch ist, erscheint nicht. Die
Differenz zwischen m/z 261 und m/z 217 betragt 44, was den typischen
Massenverlust bei einer Decarboxylierung darstellt. Die entsprechenden Massen-
und Tochterionenspektren vom Abbauprodukt des Metaboliten 2 gleichen denen des
zweiten Produktes vom Metaboliten 1 (Abb. 3.18 unten). Alle diese Ergebnisse

stitzen den Strukturvorschlag fur die Metaboliten 1 und 2 in Abbildung 3.16.
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Abbildung 3.18 LC-MS-MS-Analyse der Metaboliten 1 bzw. 2 nach der Behandlung mit
Sulfatase/Glucuronidase. Das Bild oben links zeigt die Massenspektren der beiden Abbauprodukte
von Metabolit 1. Das Bild oben rechts zeigt die Tochterionenspektren des lones m/z 261. Das untere
Bild zeigt das Massenspektrum (A) und Tochterionenspektrum des Molekillions 261 (B) vom
Abbauprodukt des Metaboliten 2. Die chromatographische Trennung war auf System 5 durchgefiihrt

worden. Die Bedingungen der Massenspektrometrie sind in Tab. 2.2, Abschnitt 2.5.1 beschrieben.

Die phenolische Struktur wurde durch den Phenol-Test (Abschnitt 2.5.3) bestatigt.
Abbildung 3.19 zeigt die UV-Spektren der Verdauprodukte von Metabolit 1 und 2 bei
unterschiedlichen pH-Werten. Es zeigte sich eine deutliche Verschiebung der
Absorptionsmaxima zum Bereich langerer Wellenlange bei pH 9,5 im Vergleich zu
pH 5,5. Nach der Wiederherstellung des sauren Milieus (pH 5,5) wurden die
ursprunglichen Absorptionsspektren wieder hergestellt. Eine falsche Aussage
aufgrund der ebenfalls im Molekll vorhandenen Carbonyl-Gruppe wurde durch
Vergleich mit den UV-Spektren von PCS unter sauren und basischen Bedingungen

ausgeschlossen (nicht abgebildet).
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Abbildung 3.19 UV-Spektren der Verdauprodukte bei R; 8,7 (links) und 9,2 min (rechts) im sauren
und alkalischen Milieu. A: pH 5,5 in Phosphatpuffer (10 mM); B: pH 9,5 Lésung von A mit NaOH (1 N)
behandelt; C: pH 5,5 Losung B mit HCI (1 N) neutralisiert.

Der Metabolit 3 weist ein gleiches Molekilion auf wie die Metaboliten 1 und 2. Es
wurde daher angenommen, dass es sich bei Metabolit 3 um ein Positionsisomer des
Sulfatesters von PCS handelt. Aufgrund der geringen Mengen an Substanz waren

weitere Experimente jedoch nicht durchfuhrbar.

Identifizierung von Metabolit 4

Der Metabolit 4 eluierte im System 5 (Abschnitt 2.5) bei 7,9 min. Das
Massenspektrum zeigt ein Molekulion von m/z 327 (Abb. 3.20). Zu den Tochterionen
des Molekllions m/z 327 gehdren die Fragmente m/z 97, m/z 229 und m/z 247
(Abb. 3.20). Hierbei ist das Fragment m/z 97 charakteristisch fir Sulfat-Ester.
Aufgrund der vorliegenden Massenspektren wird die in Abbildung 3.21 dargestellte
Struktur vorgeschlagen. Es handelt sich um den phenolischen Sulfat-Ester des HMP.
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Das Fragment m/z 229 ist durch Subtraktion eines Wassermolekuls aus m/z 247 zu

erklaren.
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Abbildung 3.20 Massenspektrum des Metaboliten 4 (unten) und Tochterionenspektrum des

Molekilions m/z 327 (oben).

Sulfatase @‘

Abbildung 3.21 Strukturvorschlag und Fragmentierungsmuster des Metaboliten 4. Die phenolische
OH-Gruppe kann verschiedene Stellungen am Ring annehmen. Das Molekdlion der Substanz ist m/z
327. Die vermutete Struktur der Substanz nach einem Sulfatase-Verdau und deren
Fragmentierungsmuster sind rechts abgebildet. Das Molekiilion dieser Struktur ist m/z 247.

Die Behandlung des Metaboliten 4 mit Sulfatase/Glucuronidase untermauerte diesen
Strukturvorschlag. Der Metabolit 4 verschwand nach dem Verdau, es entstand ein

neues Produkt mit einer Retentionszeit von 12,5 min (Abb. 3.22). Das



64 Ergebnisse

Massenspektrum zeigt, wie erwartet, das Molekulion m/z 247, zu dessen
Tochterionen das Fragment m/z 229 gehort (Abb. 3.22).

Es gibt Hinweise dafur, dass das Verdauprodukt und Metabolit 9 identisch sind. Sie
koeluierten unter den verwendeten HPLC-Bedingungen und hatten identische
Massen- und UV-Spektren. Der Phenoltest wurde ebenfalls durchgeflhrt. Es wurde
eine reversible Veranderung des UV-Spektrums vom sauren ins basische Milieu
festgestellt. Diese Veranderung ist jedoch nicht phenoltypisch (nicht dargestellt). Die
Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchungen lassen jedoch keine
anderen Strukturvorschlage zu. Ob die fir Phenole unspezifischen UV-Spektren

lediglich auf der geringen Konzentration der Testsubstanz beruhten, lasst sich hier

nicht klaren.
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Abbildung 3.22 Totalionenstrom des Verdauproduktes von Metabolit 4 und Tochterionenspektrum

des Molekilions m/z 247

Identifizierung der Metaboliten 5 und 7

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der Metaboliten 5 und 7 wird die Erlauterung
zur ldentifizierung beider Substanzen zusammengefasst. Der Metabolit 7 eluierte im
System 5 (Tab. 2.1; Abschnitt 2.5.1) mit einer Retentionszeit von 9,6 min. Das
Massenspektrum zeigt neben dem Molekulion m/z 421 (Abb. 3.23) die lonen m/z 113
und 175, welche flr Glucuronsaure-Konjugate charakteristisch sind. Demzufolge
musste es sich hierbei um das Glucuronsaure-Konjugat der PCS handeln. Um diese

Schlussfolgerung zu bestatigen, wurde PCS mit UDP-Glucuronsaure in Gegenwart
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von Rattenlebermikrosomen inkubiert (Abschnitt 2.2.6). Das primare Produkt der
Inkubation ist das Glucuronsaure-Konjugat der PCS. Erwartungsgemal koeluierte
das Produkt mit dem Metaboliten 7 und zeigte ein identisches Massenspektrum. Bei
dem lon m/z 217 kénnte es sich um ein Fragment einer ringhydroxylierten PCS

handeln, die mit dem Metaboliten 7 koeluierte.
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Abbildung 3.23 Massenspektrum des Metaboliten 7. Die Bedingungen der HPLC sind im System 5
(Tab. 2.1, Abschnitt 2.5.1) beschrieben. Die massenspektrometrischen Messungen wurden unter den

in Tabelle 2.1 (Abschnitt 2.5.1) dargestellten Bedingungen durchgefuhrt.
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Abbildung 3.24 Massenspektrum des Metaboliten 5. Die Bedingungen der HPLC sind im System 5
(Tab. 2.1, Abschnitt 2.5.1) beschrieben. Die massenspektrometrischen Messungen wurden unter den

in Tabelle 2.1 (Abschnitt 2.5.1) dargestellten Bedingungen durchgefuhrt.
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Metabolit 5 eluierte im System 5 (Abschnitt 2.5.1) mit einer Retentionszeit von
8,5 min. Das Massenspektrum zeigt ein Molekulion von m/z 421 (Abb. 3.24). Zu den
Tochterionen des Molekulions m/z 421 gehoren die Fragmente m/z 113, m/z 174,
m/z 201 und m/z 245 (Daten nicht gezeigt). Hierbei sind die Fragmente m/z 113 und
m/z 174 charakteristisch fur ein Glucuronsaure-Konjugat. Demnach koénnte
Metabolit 5 ein durch Acylwanderung (Abb. 3.25) entstandenes Stellungsisomer des
Glucuronsaure-Konjugates von PCS darstellen. Wie Metabolit 7 war der Metabolit 5
instabil im basischen Milieu. Wahrend Metabolit 7 nach einer Behandlung der
Urinproben mit Sulfatase/Glucuronidase nicht mehr detektierbar war, zeigte sich
Metabolit 5 resistent gegenltber Glucuronidase. Diese Befunde unterstreichen den
Strukturvorschlag, dass es sich bei Metabolit 5 um ein Stellungsisomer des
glycosidisch gebundenen Pyrencarbonsaure-Glucuronids handelt. Das Phanomen
der Acylwanderung wurde durch Faed (1984) zusammenfassend erlautert.
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Abbildung 3.25 Strukturvorschlag der Metaboliten 5 (rechts) und 7 (links). Das gezeigte
Fragmentierungsmuster basiert auf MS-MS-Experimenten mit dem durch in vitro Inkubation
hergestellten Pyrencarbonsaure-Glucuronid und gilt sowohl fir den Metaboliten 5 als auch fiir den
Metaboliten 7. Drei Positionsisomere kénnen durch intramolekulare Acylwanderung entstehen, wobei
das Aglycon an der 2-, 3- und 4-Position der Glucuronsdure gebunden ist. Der Isomerisierung vom 1-
O-Acyl-Glucuronid (glycosidisch) zum 2-O-Acyl-glucuronid ist irreversibel. Die 2-, 3- und 4-

Positionsisomere kdnnen sich reversibel ineinander umwandeln (Faed 1984).

Identifizierung des Metaboliten 6

Der Metabolit 6 eluierte im System 5 (Tab. 2.1, Abschnitt 2.5.1) mit einer
Retentionszeit von 9,2 min. Das Massenspektrum zeigt ein Molekulion von m/z 407

(Abb. 3.26). Zu den Tochterionen des Molekulions m/z 407 gehoéren die Fragmente
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m/z 113, m/z 175, m/z 201, m/z 215 und m/z 231. Hierbei sind die Fragmente

m/z 113 und m/z 175 charakteristisch fur Glucuronsaure-Konjugate.
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Abbildung 3.26 Massenspektrum des Metaboliten 6. Die HPLC-Bedingung ist im System 5 (Tab.
2.1, Abschnitt 2.5.1) beschrieben. Die massenspektrometrischen Messungen wurden unter den in
Tab. 2.2, Abschnitt 2.5.1 dargestellten Bedingungen durchgefiihrt.

Aufgrund der vorliegenden Daten wird die in Abbildung 3.27 dargestellte Struktur
vorgeschlagen. Es handelt sich um das Glucuronsaure-Konjugat des HMP. Die
Identitat des Metaboliten 6 wurde durch in vitro Inkubation von HMP mit UDP-

Glucuronsaure in Gegenwart von Rattenlebermikrosomen (Abschnitt 2.2.6) bestatigt.

COOH

Oe 215 Abbildung 3.27 Strukturvorschlag und
O‘ Fragmentierungsmuster des Metaboliten 6.

Identifizierung des Metaboliten 8

Der Metabolit 8 eluierte im System 5 mit einer Retentionszeit von 11,7 min. Er
koeluierte mit kommerziell erhaltlicher PCS. Die UV-Spektren der beiden Substanzen
waren identisch. Die geschnittene Fraktionen der Urinprobe wurde gefriergetrocknet
und mit TMSH methyliert (Abschnitt 2.5.3) und mittels GC-MS untersucht. Die
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Abbildung 3.28 zeigt das MS-Spektrum und Chromatogramm der Analyse. Metabolit
8 ist hiermit als PCS identifiziert.
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Abbildung 3.28 Massenspektrum und Chromatogramm des methylierten Metaboliten 8.

3.2.3 Bestimmung des relativen Verhaltnisses der Metaboliten in Urin und

Faeces mittels Radiochromatographie

Urin und Faeces sind Proben mit sehr komplexer Matrix. Hier wurden Urin- und
Faecesproben der mit “C-HMP behandelten Tieren zur HPLC-Analyse mit
Radioflussdetektion eingesetzt (System 4 in Tab. 2.1, Abschnitt 2.5.1). Dadurch
wurden Matrixeffekte weitgehend eliminiert. UV-Spektren (200-400 nm) wurden
zusatzlich durch einen vorgeschalteten PDA-Detektor erhalten. Anhand der
Retentionszeit, der Retentionsreihenfolge und der UV-Spektren konnten die

Radiosignale den identifizierten Metaboliten zugeordnet werden.

Abbildung 3.29 zeigt exemplarisch die Analyse einer "C-Urinprobe mittels HPLC mit
UV- bzw. Radioflussdetektion. Die Reihenschaltung der Detektoren verursachte eine
Retentionszeitverschiebung von ca. 0,5 min zwischen beiden Detektoren. Im UV-
Chromatogramm wurden 8 Peaks erkannt, wobei Peak Nr. 4 und 5 bzw. 6 und 7 des
UV-Chromatogramms (Abb. 3.29 B) im Radiochromatogramm (Abb. 3.29 A) nicht
aufgeldst waren und jeweils als ein Peak in Erscheinung traten. Die Nummerierung

der Peaks entspricht der in Abbildung 3.12. Die schlechtere Aufldsung des
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Radiochromatogramms kann dadurch erklart werden, dass der Radiodetektor Uber

13 s akkumulierte Daten als Datenpunkt erzeugt, eine Malnahme, um die

Empfindlichkeit zu steigern.

13000
5 A
5
=
©
X

0

1,27

1 2 B
e
E 7
2 62
2 ‘ | 45 |8
Y T
O_ 1 = 1
0 10 20

Zeit (min) =>»

Abbildung 3.29 Chromatogramm einer Urinprobe nach HPLC-Trennung. A: das Chromatogramm im
Radiodetektor, B: das Chromatogramm im UV-Detektor. Anhand der Retentionszeiten wurden die

Peaks so gekennzeichnet, dass sie der Nummerierung der Abbildung 3.12 entsprechen.

Das in Abbildung 3.29 dargestellte Metabolitenmuster ist allerdings nicht als
allgemeingultig zu betrachten. So konnten manche Metaboliten, z.B. Metabolit 3, nur
in einigen Proben identifiziert werden. Die Metaboliten 6 und 7, die hier im
Radiochromatogramm als ein Signal zu erkennen ist, konnten bei einigen Proben

aufgrund einer geringeren Quantitat als zwei Signale aufgeldst werden.

Faecesproben wurden gemaly 2.3.2 extrahiert und anschliefend analysiert. Vier
Metaboliten konnten identifiziert werden (Abb. 3.30). Die Metaboliten wurden anhand
der Retentionszeiten und der UV-Spektren den bereits identifizierten Metaboliten

zugeordnet. Die Bezeichnung entspricht der in Abbildung 3.12. Zudem wurden nicht-
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radioaktive Faecesproben auf gleicher Art und Weise aufgearbeitet und einer LC-
MS-MS-Analyse unterzogen. Die Identitat der im Faeces als Metaboliten 7 und 8
gekennzeichneten Substanzen konnte hierdurch bestatigt werden (Daten nicht

gezeigt). Die Metaboliten 1 und 10 konnten nicht in allen Faecesproben identifiziert

werden.
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Abbildung 3.30 Chromatogramm einer Faecesprobe nach HPLC-Trennung. A: dber den
Radioflussdetektor B: Gber den UV-Detektor. Anhand der Retentionszeiten wurden die Peaks so

nummeriert, dass sie der Bezeichnung in Abbildung 3.12 entsprechen.

Um einen Eindruck Uber die Quantitat einzelner Metaboliten im gesamten
Metabolitenspektrum zu gewinnen, wurden exemplarisch die in den ersten 24 h nach
der Applikation gesammelten 4C-Urin- und Faecesproben einer mannlichen und
einer weiblichen Ratte gemal 2.5.4 aufgearbeitet und mittels HPLC mit UV- und
Radioflussdetektion untersucht. Die Zuordnung der Metaboliten erfolgte wie
beschrieben. Dank der gleichbleibenden spezifischen Radioaktivitat sind die Signale
im Radiochromatogramm quantitativ untereinander vergleichbar. Diese Eigenschaft
wurde zur Berechnung der prozentualen Anteile einzelner Metaboliten an der jeweils
im Urin bzw. im Faeces ausgeschiedenen Radioaktivitdt herangezogen. Auf dieser
Datenbasis wurde der Anteil der Metaboliten an der in 24 h insgesamt

ausgeschiedenen Radioaktivitat berechnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.4
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zusammengefasst. Die Rohdaten und die Berechnungen sind in Tabelle 7.1 des
Anhangs detailliert dargelegt.

Der quantitative Vergleich der ausgeschiedenen Metaboliten zeigt, dass mehr als
80 % (Mannchen) bzw. 90 % (Weibchen) der Metaboliten in seitenketten-oxidierter
Form ausgeschieden wurden. Demzufolge spielt die Oxidation an der Seitenkette
eine sehr wichtige Rolle bei der Detoxifizierung und Elimination des HMP. Der

Befund bildet die Grundlage fur die folgenden Untersuchungen.



Tabelle 3.4 Relativer Anteil identifizierter Metaboliten an der Gesamtmenge der in 24 h ausgeschiedenen HMP-Metaboliten (Urin + Faeces). Die Daten

beziehen sich auf die Original-Daten in Tabelle 7.1 des Anhangs. Die Bezeichnungen der Metaboliten entsprechen denen in Abbildung 3.12.

Metaboliten  Strukturvorschlag Anteil einzelner Metaboliten

an der Gesamtmenge ausgeschiedener Metaboliten (%)

Weibchen Mannchen
(n=4) (n=4)

1 Phenolischer Sulfatester der ringhydroxylierten PCS 14,8 + 6,1 22,050
2 Phenolischer Sulfatester der ringhydroxylierten PCS 11,1+ 3,6 12,0+ 5,0
3 Phenolischer Sulfatester der ringhydroxylierten PCS 25+25 3,010
4 Phenolischer Sulfatester des ringhydroxylierten HMP 09+04 2,0+£1,0
5 Glucuronsaure-Konjugat der PCS 20+1,0 3,0+1,0
6 Glucuronsaure-Konjugat des HMP 7,0+ 3,0 1,0£1,0
7 Glucuronsaure-Konjugat der PCS 16,0 + 8,0 13,0+ 6,0
8 PCS 33,0+£8,0 29,0+6,0
9 Ringhydroxyliertes HMP 2,0+£2,0 20x£1,0
10 HMP 3,0+4,0 5,0+6,0

¢l

assiuqebig
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3.2.4 Identifizierung der Metaboliten in Fettgewebe und Leber

3.2.4.1 Metaboliten in Fettgewebe

Das Fettgewebe wurde gemall Abschnitt 2.5.5 aufgearbeitet. Unter den
beschriebenen Bedingungen liel3 sich etwa 80 % der im Gewebe vorhandenen
Radioaktivitat mit Chloroform extrahieren. Der Extrakt wurde mittels HPLC mit PDA-
und Radiodetektion analysiert (Abb. 3.31). Ein Vergleich der Retentionszeit sowie
des UV-Spektrums vom Analyt mit dem kommerziell verfigbaren HMP ergab, dass

nicht metabolisiertes HMP der einzige Bestandteil des Extraktes war.
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Abbildung 3.31 HPLC-Chromatogramm des Chloroformextraktes vom Fettgewebe mit Radio-
detektion (System 4, Tab. 2.1, Abschnitt 2.5.1)

Die Restradioaktivitat der Wasserphase war jedoch zu gering (< 20 % in 20 ml), um
bei der HPLC-Untersuchung eine Auflosung in diskrete Peaks zu erreichen.

3.2.4.2 Metaboliten in der Leber

Neben dem Fettgewebe enthielt die Leber die meiste Radioaktivitat. Zur
Identifzierung der Metaboliten in der Leber wurde Leberhomogenat jeweils mit und
ohne Glucuronidase/Sulfatase-Behandlung aufgearbeitet (Abschnitt 2.5.6) und
mittels HPLC und Radiodetektion untersucht. Ein Metabolit wurde gefunden, der
durch die Behandlung mit Glucuronidase/Sulfatase zu HMP abgebaut wurde. Ein
Metabolit mit der gleichen Retentionszeit wurde bei der Inkubation von 4C-HMP mit
UDP-Glucuronsaure in Gegenwart von Lebermikrosomen (Abschnitt 2.2.6) gefunden

(Abb. 3.32). Beim Metaboliten mit der Retentionszeit von 8,6 min durfte es sich daher
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bei beiden Proben um das Glucuronsaure-Konjugat des HMP (MPGA) handeln.
Einen zusatzlichen Beweis lieferte die wiederholte Analyse des Leberextraktes nach
14 d. Der als MPGA identifizierte Metabolit zersetzte sich zum Teil in eine Substanz,

die mit HMP koeluierte (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.32 Identifizierung von MPGA in Leber: (A) Inkubationsansatz von "C-HMP mit UDP-

Glucuronsaure in Gegenwart von Rattenlebermikrosomen (Abschnitt 2.2.6) (B) Leberextrakt.

3.3 Einfluss von Ethanol und Disulfiram auf die Aktivierung von 1-Hydroxy-
methylpyren (HMP)

Die vorangegangenen Resultate zeigten, dass nur ein kleiner Teil des HMP zu SMP
aktiviert wird, wahrend der grofdte Teil in seitenkette-oxidierter Form ausgeschieden
wird. Aus dieser Tatsache ergab sich folgende, fir eine Risikobeurteilung relevante
Frage: Wird die Bildung des genotoxischen und kanzerogenen SMP durch
Unterdrickung des oxidativen Stoffwechselweges begunstigt? Diese Hypothese
sollte sich anhand der SMP-Plasmakonzentration, DNA-Addukthaufigkeit und deren
Gewebeverteilung nach der Exposition schlissig Uberprifen lassen. Aus einer

positiven Antwort ergabe sich als nachste Frage, ob diese Veranderungen durch die
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MPMA-Ausscheidung reflektiert wird. Diese Problemstellung sollte durch Analyse der

Urin- und Faecesproben auf MPMA untersucht werden.

Ein Experiment, das diese Fragen beantworten konnte, setzt detaillierte
Informationen Uber den oxidativen Stoffwechselweg voraus. Im ersten Schritt sollten
daher die an der Oxidation von HMP beteiligten Enzyme durch Einsatz
diagnostischer Inhibitoren bzw. An- oder Abwesenheit bestimmter Kofaktoren
eingegrenzt werden. Dabei wurde angenommen, dass die oxidative Elimination von
Alkoholen wie HMP oder Ethanol Uber ein Zwischenprodukt, den Aldehyd, zur
entsprechenden Carbonsaure (Abb. 3.33) erfolgt. Es wurde die enzymatische

Oxidation des HMP in den subzellularen Fraktionen der Rattenleber untersucht.

B RGBS

NAD(P)* NAD(P)H NAD(P)* NAD(P)H

Abbildung 3.33 Vermuteter Weg fiir die enzymatischen Oxidation von HMP zu PCS.

Es ist naheliegend, dass die Enzyme Alkoholdehydrogenase (ADH) und
Aldehyddehydrogenase (ALDH) an der Oxidation von HMP beteiligt sind. Eine Reihe
von Substanzen hat eine inhibierende Wirkung auf ADH bzw. ALDH. In diesem
Versuch wurden 4-Methylpyrazol als Inhibitor fir ADH (Cornell et al. 1983) und
Disulfiram (Bis-(diethylthiocarbamoyl)-disulfit, Tetraethylthiuramdisulfit, Antabus) als
Inhibitor fur ALDH verwendet (Peterson 1992). AnschlieRend wurde die Wirkung von

Ethanol als ein nahrungsrelevantes kompetitives Substrat der ADH getestet.

3.3.1 Enzymatische Oxidation von 1-Hydroxymethylpyren (HMP) und Pyren-
carboxaldehyd (PCA) in vitro

Basierend auf der in Abbildung 3.33 gezeigten Zweistufen-Hypothese wurde die
Oxidation von HMP in zwei getrennten Schritten betrachtet: Der Oxidation von HMP
zu PCA und der Oxidation von PCA zu PCS. Dazu wurde die enzymatische Aktivitat

verschiedener subzellularer Fraktionen der Rattenleber untersucht. Die Bildung der
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Endprodukte PCS und PCA wurde durch HPLC-Analyse anhand kommerziell
verfugbarer Referenzen nachgewiesen und quantifiziert (System 1, Tab. 2.1,
Abschnitt 2.5.1).

HMP wurde durch Lebercytosol, -mitochondrien und -mikrosomen der Ratte in
Anwesenheit von NAD* und NADP" zu PCS oxidiert. Hierbei ist die Anwesenheit der
Cofaktoren NAD® oder NADP® essenziell. NAD" scheint jedoch der bevorzugte
Cofaktor zu sein. Nachfolgende Untersuchungen wurden deshalb ausschlieR3lich mit
NAD" durchgefiihrt. Im Vergleich zu den cytolischen und mitochondrialen Fraktion
trugen die Mikrosomen nur unwesentlich zur Oxidation des HMP bei. Bei einer HMP-
Menge von 200 nmol im Inkubationsansatz wurde weniger als 5 % des Substrats
durch Mikrosomen umgesetzt, wahrend mehr als 30 % des HMP durch Cytosol zu
PCS oxidiert wurden. Das vermutliche Zwischenprodukt PCA wurde kaum
beobachtet.

Bei Einsatz von PCA als Substrat erfolgte eine rasche Umsetzung zu PCS durch
Rattenlebercytosol. Die Oxidation war nicht NAD*- oder NADP*-abhéngig. Die
mitochondriale und die mikrosomale Fraktion der Rattenleber zeigten dagegen eine
NAD’- und NADP"-abhéngige katalytische Aktivitdt gegeniiber PCA. Auch hier wurde
nur eine sehr geringe Beteiligung mikrosomaler Proteine beobachtet. NAD* wurde
als Cofaktor gegenliber NADP™ bevorzugt.

Zur Bestimmung der Umsatzgeschwindigkeit wurden zuerst Rahmenbedingungen
festgelegt. Es wurde bei einem pH von 7,5 gearbeitet. Die Bestimmung der
Umsatzrate erfolgte 10 min bei 37 °C mit einer Proteinmenge, die im Bereich lag, in
dem die gebildete PCS-Menge mit der Proteinmenge im Ansatz linear zunahm.

Einzelheiten sind dem Abschnitt 2.3.2 zu entnehmen.

Sofern eine nennenswerte Umsetzung stattfand, wurde die Umsatzgeschwindigkeit
bestimmt (Tab. 3.5). Sowohl HMP als auch PCA wurden hauptsachlich durch
cytosolische Enzyme oxidiert. Die Umsatzrate betrug dabei fur HMP 1,48 und far
PCA 1,10 nmol/mg Protein/ min. Die Aktivitat der mitochondrialen Enzyme betrug fur
HMP etwa ein Drittel und fir PCA etwa ein Zwanzigstel der cytosolischen Enzyme
(0,48 bzw. 0,06 nmol/mg Protein/min). Die Oxidation von PCA zu PCS scheint
durch verschiedene cytosolische Enzyme katalysiert zu werden, die sich in ihrer
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Abhangigkeit vom Cofaktor NAD"* unterscheiden. So betrug die Umsatzrate in
Anwesenheit von NAD" 1,10 nmol/ mg Protein/min, wahrend sie in Abwesenheit des
Cofaktors bei nur 0,70 nmol/mg Protein/ min lag. Der Befund besagt, dass fur die
Oxidation von PCA eine andere Substanz als NAD® oder NADP® hier als
Elektronenakzeptor fungiert. Ein denkbares Oxidans konnte z.B. der im Inkubations-
ansatz geloste Luftsauerstoff sein. Um dies zu dberprifen, wurden die
Inkubationsansatze vor der Zugabe des PCA fir 30 min mit Argon begast. Dadurch
sollte zumindest ein Teil des geldsten Sauerstoffes aus der Losung verdrangt worden
sein. Durch die Begasung sank die Umsatzrate tatsachlich auf 60 % des ohne
Begasung ermittelten Wertes. Der Befund war reproduzierbar. Ferner ware auch eine
Disproportionierung des PCA mdglich. Das wirde bedeuten, dass PCA selbst als
Elektronendonor und -akzeptor diente und mit der PCS gleichzeitig eine aquvalente
Menge an HMP entstinde. Zwar wurde HMP im Inkubationsansatz identifiziert,
jedoch betrug die Menge des entstandenen HMP weniger als 1 % der gebildeten
PCS. Damit durfte eine Disproportionierung als Redoxmechanismus keine grolde

Rolle gespielt haben.

Tabelle 3.5 Umsatzrate der enzymatischen Oxidation von HMP und PCA zu PCS in
Leberzellfraktionen der weiblichen Ratte. Die Umsatzraten (Mittelwert + SD aus 4 Inkubationen)
wurden durch die Quantifizierung der in 10 min gebildeten 1-PCS mittels HPLC und Fluoreszenz-
detektion bestimmt.

Umsatzrate (nmol/mg Protein / min)

Substrat (20 uM) Cofaktor Cytosol Mitochondrien
(1 mM) 0,88 mg Protein / ml 0,50 mg Protein / ml
HMP NAD’ 1,48 £ 0,05 0,42 + 0,02
PCA NAD* 1,05 + 0,08 0,06 + 0,01
PCA - 0,73+ 0,03 keine Umsetzung

Um die Art der Enzyme weiter einzugrenzen, wurden diagnostische Inhibitoren
eingesetzt. 4-Methylpyrazol stellt einen spezifischen ADH-Hemmer dar, wahrend
Disulfiram ALDH weitgehend inhibiert. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3.6

zusammengefasst.

Die Oxidation von HMP durch cytosolische und mitochondriale Enzyme der Ratte

lie3 sich durch den Einsatz von 4-Methylpyrazol unterdricken. In der eingesetzten
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Konzentration von 1 mM bewirkte 4-Methylpyrazol eine Senkung der Umsatzrate auf
8 % (in Cytosol) bzw. 15 % (in Mitochondrien) der ohne Inhibitor beobachteten
Aktivitat (Tab 3.6). Disulfiram konnte die Umsatzrate des HMP durch die
mitochondriale Fraktion der Rattenleber auf 9 % herabsetzen, wahrend sein Einfluss
auf den Umsatz des HMP durch das Cytosol nicht ausgepragt war (Reduktion um
32 %). Die Wirkung des Ethanols als kompetitiver Inhibitor der ADH auf die Oxidation
von HMP war mafig. Er reduzierte die Umsatzrate auf 27 % (Cytosol) bzw. 42 %
(Mitochondrien). Die Oxidation des PCA durch NAD-unabhangige Enzyme
(cytosolisch) wurde durch keinen der Inhibitoren beeinflusst. Die NAD'-abhéngige
Oxidation (sowohl in Cytosol als auch in Mitochondrien) dagegen konnte durch 1 mM
Disulfiram auf etwa 70 % der urspringlichen Umsatzrate reduziert werden. Eine
inhibierende Wirkung von Ethanol und 4-Methylpyrazol in den jeweils eingesetzten
Konzentrationen auf die NAD'-abhZngige Oxidation von PCA war hier nicht
erkennbar (Tab 3.6).

Tabelle 3.6 Relative Umsatzraten der enzymatischen Oxidation von HMP und PCA zu PCS
durch Leberzellfraktionen weiblicher Ratten in Gegenwart verschiedener Inhibitoren. Die relative
Geschwindigkeit wurde errechnet aus der Aktivitdt in Anwesenheit des Inhibitors dividiert durch den

Mittelwert der Aktivitat in Abwesenheit des Inhibitors. Es wurden jeweils vier Messungen durchgefihrt.

% der Umsatzrate ohne Inhibitor

Disulfiram 4-Methylpyrazol Ethanol

1mM 1mM 43,5 mM
HMP (25 pM)  Cytosol 68 + 1 8+ 1 27+3
Mitochondrien 9+1 151 42 + 1
PCA (25 uM)  Cytosol (ohne NAD") 109 £ 2 117 £ 14 109+3
Cytosol (mit NAD") 77+8 -4 -°
Mitochondrien 702 94 +2 107 £7

2 nicht bestimmt

3.3.2 Einfluss von Disulfiram und Ethanol auf die 1-Sulfooxymethylpyren
(SMP)-Konzentration im Plasma, die DNA-Addukthaufigkeit in der Leber
und die Ausscheidung der Methylpyren-Mercaptursaure (MPMA) in vivo

Die Oxidation spielt eine sehr wichtige Rolle bei der Elimination und Detoxifizierung

des HMP in der Ratte. Stérungen des oxidierenden Systems konnten dazu fuhren,
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dass HMP im Korper akkumuliert und so die Bildung des reaktiven SMP begunstigt.
Diese Hypothese lasst sich durch Inhibition der an der Oxidation beteiligten Enzyme
in der Ratte Uberprifen. Die Veranderungen in der Umsetzung von HMP zu SMP
konnen hierbei durch die SMP-Konzentration im Plasma, die DNA-Addukthaufigkeit
und die MPMA-Ausscheidung erfasst werden. Erstere stellt eine direkte Konsequenz
der Toxifizierung dar, wahrend die anderen zwei Parameter als indirekte Folge der

Aktivierung einen Biomarker-Charakter besitzen.

Disulfiram, 4-Methylpyrazol und Ethanol konnten in vitro die Oxidation von HMP bzw.
PCA verringern. Disulfiram als nicht kompetitiver ALDH-Inhibitor und Ethanol als
kompetitives Substrat der ADH wurden fiur die in vivo Untersuchungen ausgewahlt.
Vor der HMP-Applikation wurden die Versuchstiere mit Disulfiram oder Ethanol
gemal Abschnitt 2.4.6 behandelt. Die Plasmakonzentration von SMP, die DNA-
Addukthaufigkeit in der Leber und die Ausscheidung von MPMA wurden bestimmt.
Angesichts des geringen Probenumfangs ist die Schllssigkeit einer statistischen
Analyse zwar eingeschrankt, um tendenzielle Wirkungen darzustellen, wurde sie
dennoch durchgefuhrt. Aufgrund der geringen Probenzahl waren Tests auf
Normalverteilungen nicht angebracht. Daher schied der t-Test, der diese voraussetzt,
aus. Als Alternative wurde hier der U-Test von Mann-Whitney, der bei unbekannter
Verteilung und stetigem Parameter geeignet ist, eingesetzt (Hartung et al. 1999). Es

wurde ein Signifikanzniveau von 5 % festgesetzt.

3.3.2.1 Plasmakonzentration von 1-Sulfooxymethylpyren (SMP) nach 1-Hydroxy-
methylpyren (HMP)-Behandlung

Fir die Analytik von SMP wurden Plasmaproben nach zehnminutiger Zentrifugation
von Sedimenten befreit und direkt zur LC-MS-MS-Analyse eingesetzt (System 3 in
Tab. 2.1, Abschnitt 2.5.1). Die Detektion erfolgte uber MS/MS im MRM-Modus
(m/z 311 - 96, Tab. 2.2, Abschnitt 2.5.1). Die Nachweisgrenze von SMP im Plasma
lag bei 0,10 pM.

Bereits kurze Zeit (15 min) nach der i.p. Applikation von HMP konnte SMP im Plasma
der Versuchstiere nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). In diesem Versuch
wurden Plasmaproben 3 h bzw. 24 h nach der HMP-Applikation auf SMP untersucht.

Wahrend SMP 3 h nach der Behandlung im Plasma aller behandelten Tiere
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identifiziert werden konnte, lag die Konzentration nach 24 h unter der
Nachweisgrenze. Abbildung 3.34 zeigt die Plasmakonzentration des SMP 3 h nach
der Applikation. Die Originaldaten sind der Tabelle 7.7 des Anhangs zu entnehmen.
Im Allgemeinen war eine grofe interindividuelle Variabilitat der SMP-Konzentration in
allen drei Behandlungsgruppen zu beobachten. Die Distanz zwischen dem Median
und dem arithmetischen Mittel der SMP-Konzentration beschreibt die Variabilitat in
der jeweiligen Gruppe, welche in den mit Disulfiram vorbehandelten mannlichen

Ratten besonders ausgepragt war.
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Abbildung 3.34 Box-plot-Diagramm zum Vergleich der SMP-Plasmkonzentration nach Behandlung
von Ratten mit HMP in verschiedenen Gruppen. Die Boxen umfassen die 25 bzw. 75%igen
Perzentilen. Bei der mannlichen Disulfiram-Gruppe wurden die 10 und 90 %igen Perzentilen
dargestellt. Die Punkte zeigen die Ausreil’er an. Die durchzogenen Linien in der Box stellen die

*

Mediane dar und die gebrochenen Linien die arithmetischen Mittelwerte. * zeigt die statistische

Signifikanz gegeniliber der Kontrolle des gleichen Geschlechtes an.

Es wurde zuerst bei jeder Behandlungsgruppe (die Kontrollgruppe, die
Disulfiramgruppe und die Ethanolgruppe) auf Geschlechtsunterschiede geprift. Da
bei der mit Disulfiram behandelten Gruppe ein signifikanter Geschlechtsunterschied
beobachtet wurde, waren beide Geschlechter einzeln zu betrachten. So wurde ein
signifikanter Unterschied des SMP-Plasmalevels der behandelten Weibchen (P =
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0,029) gegenuber dem der Kontrollgruppe festgestellt, wahrend die Daten der
Mannchen trotz des deutlich erhéhten Medianwertes gegentber dem Kontrollwert
wegen der aulerst starken Variationen keine Signifikanz (P = 0,154) aufwiesen. Der
Effekt von Ethanol auf die SMP-Plasmakonzentration ist nicht eindeutig. Wahrend bei
den weiblichen Tieren die Werte im Bereich der Kontrolle lagen, wurde bei den
Mannchen eine leichte Erhdhung festgestellt. Diese Erhéhung ist jedoch mit 4 Tieren

je Gruppe statistisch nicht signifikant (P = 0,114).

3.3.2.2 DNA-Addukthaufigkeit in der Leber

Die Bestimmung der DNA-Addukthaufigkeit in der Leber erfolgte mittels 32P-
Postlabelling. In Tabelle 7.8 des Anhangs sind die Daten fur die DNA-
Addukthaufigkeit der Leber 3 h und 24 h nach der HMP-Applikation
zusammengefasst. Die Abbildungen 3.35 und 3.36 veranschaulichen den Einfluss
von Disulfiram und Ethanol auf die DNA-Adduktbildung der Leber 3 h bzw. 24 h nach
der HMP-Applikation.

Bei den weiblichen Tieren, die 3 h nach der HMP-Applikation getétet worden waren,
konnten nur bei den mit Disulfiram vorbehandelten Ratten signifikante Unterschiede
(P = 0,029) in der DNA-Addukthaufigkeit festgestellt werden (Abb. 3.35). Die
Addukthaufigkeit bei den mit Ethanol vorbehandelten Tieren dagegen unterschied
sich kaum von den Kontrollen (P = 0,686). Bei den nach 3 h getéteten Mannchen
erwies sich die leichte Zunahme der DNA-Adduktmenge durch Vorbehandlung mit
Disulfiram (P = 0,570) bzw. Ethanol (P = 0,114) als statistisch nicht signifikant. Eine
auffallige Inhomogenitat in der Addukthaufigkeit war bei den vorbehandelten
mannlichen Ratten zu finden, die bei den mit Disulfiram vorbehandelten Tieren
besonders ausgepragt war. Die eine Halfte der Tiere wies eine 5- bis 10-fache
Erhéhung der DNA-Addukthaufigkeit (1800 bis 6100 Addukte/10® Nukleotide)
gegeniiber der Kontrollgruppe (150 bis 300 Addukte/10® Nukleotide) auf, wahrend

bei der anderen Halfte keine Veranderung zu beobachten war.
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Abbildung 3.35 Box-Plot-Diagramm zum Vergleich der DNA-Addukthaufigkeit in der Leber nach der
Behandlung mit HMP. Die Tiere wurden 3 h nach der HMP-Applikation getotet. Die Boxen umfassen
die 25- bzw. 75-%igen Perzentilen. Das Zeichen * zeigt die Gruppe, bei der eine statistisch
signifikante Erhéhung der DNA-Addukthaufigkeit gegenliber entsprechenden Kontrollen festgestellt
wurde. Die Punkte zeigen die Addukthaufigkeit der Ausreier. Die durchgezogenen Linien zeigen die
Lage der jeweiligen Mediane an. Die unterbrochenen markieren die Lage der arithmetischen

Mittelwerte.

Bei Tieren, die 24 h nach der HMP-Applikation getdtet wurden, fiahrte die
Vorbehandlung mit Disulfiram weder bei den Mannchen (P = 0,486) noch bei den
Weibchen (P = 0,343) zu einer signifikanten Erhohung der Addukthaufigkeit (Abb.
3.36). Ethanol dagegen bewirkte eine deutliche Zunahme der Addukthaufigkeit in der

Leber bei den Weibchen, welche statistisch abgesichert werden konnte (P = 0,029).
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Abbildung 3.36 Box-Plot-Diagramm zum Vergleich der DNA-Addukthaufigkeit in der Leber. Die
Tiere wurden 24 h nach der HMP-Applikation getdtet. Die Boxen umfassen die 25 bzw. 75%igen
Perzentilen. Das Zeichen * zeigt die Gruppe, bei der eine statistisch signifikante Erhéhung der DNA-
Addukthaufigkeit gegeniber entsprechenden Kontrollen festgestellt wurde. Die durchgezogenen
Linien zeigen die Lage der jeweiligen Mediane an. Die durchbrochenen markieren die Lage der

arithmetischen Mittelwerte.

3.3.2.3 Die Ausscheidung der Methylpyren-Mercaptursaure (MPMA)

Die Uber 24 h gesammelten Urin- und Faecesproben wurden auf MPMA untersucht.
Die Ausscheidung in Urin und Faeces ist in der Tabelle 7.9 des Anhangs
zusammengefasst. Der Einsatz von Disulfiram und Ethanol rief eine Anderung der
MPMA-Ausscheidung nach der Applikation von HMP hervor (Abb. 3.37). Anhand der
vorliegenden Daten konnte eine signifikante Erhéhung der MPMA-Ausscheidung nur
bei den mit Ethanol vorbehandelten weiblichen Ratten gegenuber den nicht
vorbehandelten Kontrolltieren festgestellt werden (P = 0,030). Die tendenziell leichte
Erhdhung der MPMA-Auscheidung bei den vorbehandelten Mannchen (P = 0,343 flr

Disulfiramgruppe, P = 0,114 far Ethanolgruppe) sowie bei den mit Disulfiram
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vorbehandelten Weibchen (P = 0,114) sind aufgrund der zum Teil sehr starken

interindividuellen Unterschiede statistisch nicht belegbar.
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Abbildung 3.37 Box-Plot-Diagramm zum Vergleich der MPMA-Ausscheidung nach der Behandlung
von Ratten mit HMP bei verschiedenen Gruppen. Die Boxen umfassen die 25- bzw. 75-%igen
Perzentile. Das Zeichen * zeigt die Gruppe, bei der eine statistisch signifikante Erhéhung an
ausgeschiedener MPMA gegenlber entsprechenden Kontrollen festgestellt wurde. Die durchge-
zogenen Linien zeigen die Lage der jeweiligen Mediane an. Die durchbrochenen markieren die Lage
der arithmetischen Mittelwerte.
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4. Diskussion

Die Entstehung entsprechender DNA-reaktiver Spezies ist eine Begleiterscheinung
der Elimination verschiedener Fremdstoffe. Diverse endogene und exogene Faktoren
entscheiden uUber die individuelle Suszeptibilitdt gegenuber prakanzerogenen
Stoffen. Im Hinblick auf die Ubergeordnete Fragestellung, ob Mercaptursauren und
Nukleosidaddukte als Biomarker fur die Belastung mit Methylpyren (MP) geeignet
sind, waren die Ausscheidung der Mercaptursdure (MPMA) und eines der
ausscheidbaren Nukleosidaddukte (MPdG) sowie darauf einflussnehmende Faktoren

Gegenstand dieser Arbeit.

4.1 Die Ausscheidung der Methylpyren-Mercaptursdure (MPMA) und des
N2 (1-Methylpyrenyl)-desoxyguanosins (MPdG) als Resultat der Bio-

aktivierung

Die Ausscheidung von MPMA und MPdG wurde als Resultat der Aktivierung von
HMP zu SMP postuliert (Abb 3.1). Die Bestatigung dieser Hypothese war die
Voraussetzung fur weitere Untersuchungen, so dass ihr schrittweise nachgegangen
wurde. MPMA ist nicht das direkte Produkt der Konjugation von SMP mit GSH,
sondern ein Folgeprodukt. Es wurde daher zunachst in vitro untersucht, ob eine
Konjugation des SMP mit GSH stattfand und ob diese Reaktion enzymkatalysiert
war. Es war von Interesse zu untersuchen, bis zu welchem Umfang SMP konjugiert
wlrde und welche Organe dazu beitrigen. Des Weiteren wurde die Ausscheidung
von MPMA und MPdG in MP-, HMP- bzw. SMP-behandelten Ratten untersucht.

4.1.1 GSH-Konjugation von 1-Sulfooxymethylpyren (SMP) in vitro

In vitro Inkubationen von SMP mit Cytosolpraparationen verschiedener Organe in
Anwesenheit von GSH bestatigten die Bildung des GSH-Konjugates MPSG. Der
Befund, dass in Abwesenheit des Cytosols keine detektierbaren Mengen an MPSG
gebildet wurden, machte deutlich, dass die katalytische Aktivitat der GST fur die
Detoxifizierung des SMP von essenzieller Bedeutung war. Laut Literatur werden
einige reaktive benzylische Sulfatester besonders effizient durch Yrs-Yrs™ und Yrs’-
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Yrs’, Enzyme der Theta-Familie (GSTT), metabolisiert (Hiratsuka et al. 1990; 1994).
Es lasst sich deshalb vermuten, dass die Enzyme der GSTT auch an der GSH-
Konjugation des SMP beteiligt sind. In Ubereinstimmung mit der Literatur (Hiratsuka
et al. 1990), in der das Protein Yrs-Yrs mittels Immunoblot-Analyse in zahlreichen
Organen der Ratte (Leber, Niere, Nebenniere, Lunge, Dunndarm, Muskel und
Gehirn) identifiziert wurde, konnte hier eine katalytische Aktivitat gegentiber SMP in
allen untersuchten Organen festgestellt werden. Cytosolische Praparationen der
Leber, der Niere, der Lunge und des Colons wurden detailliert untersucht. Unter den
angegebenen Reaktionsbedingungen konnte kein Bereich identifiziert werden, in
dem die gebildete MPSG-Menge mit der Proteinmenge linear zunahm. Dieses
Phanomen kdénnte eventuell durch eine Produkthemmung erklart werden. Um
trotzdem einen Einblick in die katalytische Aktivitat zu erlangen, wurde hier der
Kompromiss eingegangen, die Umsatzraten in einem semilinearen Bereich zu
bestimmen (Abschnitt 2.3.1). Die ermittelten Umsatzraten bewegten sich zwischen
700 und 6000 pmol/mg Protein/min. Die Autoren Hiratsuka et al. (1990) beschrieben
eine etwa 900-fach erhohte Umsatzrate (1-Sulfooxymethylnaphthalin als Substrat)
des gereinigten rGSTT2 im Vergleich zu Cytosol. Demzufolge konnte die Umsatzrate
des gereinigten Enzyms gegenuber SMP bis zu einigen pumol/mg Protein/min
betragen, welches bis zu 25 mal hoher als die spezifische Aktivitat der rGSTT2
gegenuber dem mit SMP strukturverwandten Substrat 1-Sulfooxymethylnaphthalin
(0,17 pmol/mg Protein/min) ware (Hiratsuka et al. 1990; 1994) .

Zusammengefasst lasst sich feststellen, dass SMP effektiv durch die GST der Ratte
zum entsprechenden GSH-Konjugat MPSG umgesetzt wurde. Die katalytische

Aktivitat war in Leber, Niere, Lunge und Colon vorhanden.

4.1.2 Die Ausscheidung von Methylpyren-Mercaptursdure (MPMA) durch
1-Methylpyren (MP)-, 1-Hydroxymethylpyren (HMP)-, bzw. 1-Sulfooxy-
methylpyren (SMP)-behandelte Ratten

MPMA konnte im Urin sowohl HMP-behandelter Tiere als auch MP-behandelter Tiere

nachgewiesen werden. Soweit untersucht, konnte MPMA auch in Plasma und

Faeces der Versuchstiere identifiziert werden. Bei der Behandlung mit HMP wurden

in Urin und Faeces bei den Weibchen 560 bis 2010 ppm der Dosis und bei den

Mannchen 50 bis 590 ppm der Dosis gefunden. Die mit MP exponierten mannlichen
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Ratten schieden 18 bis 114 ppm der Dosis als MPMA in Urin aus. Das liegt in der
selben GrolRenordnung wie die renale MPMA-Exkretion in 48 h nach HMP
Behandlung (19 bis 228 ppm, Tab. 7.2 und 7.5 im Anhang). Die Bildung von MPMA
war ein indirekter Nachweis daflr, dass der reaktive Metabolit SMP tatsachlich
gebildet worden war und die Hydroxylierung der Seitenkette und die anschlieRende
Sulfonierung das kanzerogene Prinzip des MP darstellen. Die Menge, die insgesamt
als MPMA ausgeschieden wurde, war mit weit weniger als 1 % der Dosis
bemerkenswert gering. Moderat hohere Ausscheidungen an Mercaptursauren (MA)
waren nach Applikation von Benzylalkohol oder 1-Methylnaphthalin an Ratten in
alterer Literatur gezeigt worden. Demnach waren je nach Dosis und Applikationsart
0,8 bis 5% der Dosis als Benzyl-MA bzw. 1-Methylnaphthyl-MA im Urin der
Versuchstiere detektiert worden (Clapp & Young 1970; van Doorn et al. 1981).
Daraus ergab sich die Frage, ob die geringe MPMA-Ausscheidung auf der geringen
Bildung von SMP beruhte. Um dies zu beantworten, wurden Ratten direkt mit
aquimolaren Mengen an SMP behandelt und der ausgeschiedene Urin auf MPMA

untersucht.

Obwohl durch die direkte Verabreichung von SMP keine Bildung des reaktiven
Metaboliten tUber Phase | und Phase Il Metabolismus notwendig war, wurden Uber
den gesamten Zeitraum (3 bzw. 6 Tage) weniger als 0,6 % der Dosis als MPMA
renal ausgeschieden. Faeces waren hier nicht untersucht worden, da aber bislang 75
bis 90 % der insgesamt ausgeschiedenen MPMA bei den weibliche Ratten im Urin zu
finden gewesen waren (Tab. 7.4 im Anhang), durfte auch hier die Uber Faeces
ausgeschiedene MPMA-Menge nicht wesentlich zur Gesamtausscheidung
beigetragen haben. Mogliche Ursachen fur die geringe Ausscheidung konnten fur die
Aussage, ob MPMA die Bildung von reaktivem SMP widerspiegelt, und so als
Biomarker geeignet ware, entscheidend sein. Im Folgenden werden die moglichen

Ursachen diskutiert.

Die effektive GSH-Konjugation ist eine Grundvoraussetzung dafur, dass MPMA als
Parameter der SMP-Bildung fungieren kann. Die ermittelten Ergebnisse zeigen, dass
SMP durch Cytosol der Rattenleber bis zu einer Substratkonzentration von 8 yM
nahezu vollstandig mit GSH konjugiert wurde. Die ermittelten Umsatzraten deuten
auf eine hohe katalytische Aktivitat der entsprechenden Enzyme in verschiedenen
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Organen hin. Es ist daher zu vermuten, dass SMP in vivo ebenfalls effektiv mit GSH

konjugiert wird.

Eine andere Ursache fur die geringe MPMA-Ausscheidung konnte eine Depletion
des GSH darstellen. Insgesamt wurden weniger als 250 nmol MPMA im Urin
gefunden. Die Menge ist erheblich niedriger als die GSH-Gehalte in den Geweben,
welche bis zu 100 pymol in der Leber (10 mM, Lebergewicht 10 g), bis zu 25 pmol im
Gastrointestinaltrakt (5 mM, 5 g Gewebe) (Siegers et al. 1988) und bis zu 0,15 ymol
in Plasma (18 pM, 8 ml Plasma) (Kretzschmar 1996) betragen. Eine Depletion des

GSH erscheint deshalb unwahrscheinlich.

Ferner konnte die schnelle Hydrolyse von SMP zu HMP von Bedeutung sein. So
betragt die Halbwertzeit von SMP in Wasser (37 °C) 2 min bis 6 min (Landsiedel et
al. 1996; Kuhlow 2001). Zwar wird SMP durch Bindung an Albumin stabilisiert,
(Kuhlow 2001), doch durfte diese Tatsache in der Bauchhohle nicht relevant sein, da
Albumin dort nicht vorkommt. Daher ist ein teilweiser Zerfall zu HMP vor der
Resorption aus der Bauchhohle zu erwarten.

Weiterhin liegt SMP bei physiologischem pH-Wert in ionischer Form vor (pKs 0,4)
(Landsiedel et al. 1996) und ist folglich nicht membrangangig. So kénnte eine einge-
schrankte Resorption aus der Bauchhohle einen zusatzlichen reduzierenden Faktor
fur die SMP-Menge darstellen, die in die Gewebe gelangt und mit GSH konjugiert
werden kann. In einem anderen Experiment wurde die SMP-Konzentration im
Plasma von mit SMP behandelten Ratten (250 pmol/kg KM, i.p.) bestimmt. Die
hochste SMP-Konzentration wurde bei dem frihest untersuchten Zeitpunkt (15 min)
gefunden. Sie betrug 100 bis 200 uM im Plasma (Daten nicht gezeigt). Unter der
Annahme, dass die Substanz sich nur in der Blutbahn verteilt, entsprache dies einer
SMP-Resorption aus der Bauchhdhle von 2 - 4 %. Geht man jedoch von einer
gleichmaliigen Verteilung im ganzen Korper aus, so kame man auf bis zu 80 % der
Dosis.

Sulfatester kbnnen Membranen aufgrund ihres ionogenen Charakters nur mit Hilfe
entsprechender Carrierproteine durchqueren (Pang et al. 1994). Ein eingeschrankter

aktiver Transport des SMP wurde die erst genannte Hypothese der Verteilung nur in
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der Blutbahn unterstitzen. Es ist zwar bekannt, dass die Sulfatester einiger
Gallensauren z. B. durch Na*-abhangige Carrierproteine in Hepatocyten transportiert
werden (Eng 1983; Stremmel et al. 1993). Die Substratspezifitdt und die
Organverteilung der Carrierproteine anderer Sulfatester ist heute jedoch noch
weitgehend unbekannt. Gelangt SMP in die Blutbahn, stellt der Ubergang von der
Blutbahn zu den Geweben eine weitere Barriere dar. Der Carrier-vermittelte
Transport aber ist im Allgemeinen durch Plasmaprotein-Bindung entsprechender
Sulfatester zusatzlich eingeschrankt. Fur den Sulfatester des Acetaminophens, der
eine starke Neigung zur Plasmaprotein-Bindung besitzt, wurde eine sehr niedrige
Influxrate in perfundierte Rattenleber beschrieben (Goresky et al. 1992). Da SMP
ebenfalls stark an Plasmaprotein bindet (Kuhlow 2001), ist es moglich, dass
appliziertes SMP nur schlecht in die Organe aufgenommen wird. Fur die zweite
Annahme, eine gleichmaRige Verteilung im ganzen Korper, sprache der Befund,
dass DNA-Addukte des SMP in allen untersuchten Geweben zu finden waren
(Kuhlow 2001). Die Organverteilung der Addukte ist jedoch bei weitem nicht

homogen, was mit einer Verteilung des Carrierproteins zusammenhangen konnte.

Die dargelegten Annahmen stellen zwei Grenzfalle dar. Aus den vorliegenden Daten
geht lediglich hervor, dass ein Teil des applizierten SMP aus der Bauchhdhle
resorbiert wurde und in die Organe transportiert wurde. Eine abschlieRende
Bewertung der beiden Annahmen ist auf dieser Datenbasis nicht moglich. Es ist
jedoch anzunehmen, dass alle angesprochenen Faktoren die SMP-Resorption aus
der Bauchhohle und seine Verteilung beeinflussen. Die Problematiken sind jedoch
nicht auf MP und HMP zu Ubertragen. Bei Applikation von MP und HMP ist aufgrund
der hohen Lipophilie beider Substanzen von einer raschen Resorption aus dem
Peritonealraum und einer ungehinderten Verteilung in die Organe auszugehen. SMP
wird dabei intrazellular gebildet. Seine Konjugation mit GSH ist dabei von der
Aktivitat und Lokalisation der GST und des GSH abhangig. Die Frage, ob die geringe
MPMA-Ausscheidung nach HMP-Applikation auf die geringe SMP-Bildung

zuruckzufihren ist, kann durch diesen Versuch nicht beantwortet werden.

Die mit SMP behandelten Tieren starben 3 d bzw. 6 d nach der Applikation. Bei der
Sektion nach dem Tod der Tiere wurden hamorrhagisch entztindeter Diunndarm und
Dickdarm sowie blutiges Gewebswasser im Bauchraum festgestellt. Die lokale akute
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Toxizitat des SMP konnte mit einer Bildung von CMP zusammenhangen. SMP kann
in  Anwesenheit von  Chloridionen zum  reaktiven,  membrangangigen
Chloromethylpyren (CMP) reagieren. So flihrten Chloridionen im Medium zu erhdhter
Mutagenitat des SMP in Escherichia coli (Glatt et al. 1994b) bzw. Salmonella
typhimurium (Glatt et al. 1990). Dieser Mechanismus kann auch hier eingreifen. In
der Peritonealflissigkeit sind Chloridionen, ahnlich wie im Ubrigen extrazellularen
Raum (120 mM), in hoher Konzentration vorhanden. Ein Teil des applizierten SMP
konnte hier zu CMP umgesetzt und so aufgenommen worden sein. Da CMP eine
Halbwertzeit von einigen Sekunden hat (Glatt et al. 1994), durfte dies hauptsachlich
in der Nahe des Applikationsortes im Gastrointestinaltrakt zu Ubermaliigen Protein-
und DNA-Schadigungen gefihrt haben. Die Bildung des reaktiven
Sekundarmetaboliten ist daher eine plausible Erklarung der beschriebenen
Symptome.

Ein weiterer Aspekt des in vivo Versuchs besteht in dem Geschlechtsunterschied der
MPMA-Ausscheidung. Bei gleicher Dosis scheiden weibliche Ratten prozentual
wesentlich mehr MPMA aus als die mannlichen. Diesem Befund liegen
wahrscheinlich hohere Sulfonierungsraten in weiblichen Ratten zugrunde. Glatt et al.
(1994c) konnten zeigen, dass HMP in starkerem Male durch Lebercytosol weiblicher
Ratten als durch solches von Mannchen aktiviert wird. Dieser Effekt beruht
wahrscheinlich darauf, dass benzylische hydroxylierte Methylarene hauptsachlich
durch die Hydroxysteroid-Sulfotransferase zu entsprechenden reaktiven Sulfatestern
umgesetzt werden, die geschlechtsspezifisch in der weiblichen Ratte exprimiert ist
(Ogura et al. 1990). Die starkere Aktivierung konnte eine hohere DNA-Adduktbildung
zufolge haben. Entgegen den Erwartungen stellte Kuhlow (2001) jedoch fest, dass
die DNA-Addukthaufigkeit in allen untersuchten Geweben bei mannlichen Ratten
deutlich héher war als bei Weibchen. Dieses Resultat deutet darauf hin, dass der
Nettoeffekt der Toxfizierung und Detoxifizierung in Weibchen zu Gunsten der
Detoxifizierung verschoben war. Daflr spricht auch die hohere MPMA-Ausscheidung
bei weiblichen Ratten.

Im Bezug auf den Ausscheidungsweg von MPMA schien es ebenfalls einen
Geschlechtsunterschied zu geben. Wahrend bei weiblichen Ratten die renale
Exkretion (69-88 % der Gesamtausscheidung in 48 h) bevorzugt war, uberwog bei
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den mannlichen die Ausscheidung uber Faeces (49-78 %). Gleichartige Prazedenz-

falle fur andere Substanzen wurde in der Literatur nicht gefunden.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sowohl HMP als auch MP in vivo als
entsprechende Mercaptursdure MPMA ausgeschieden wurden. Die Exkretion als
MPMA spielt mengenmalig jedoch nur eine untergeordnete Rolle im Metabolismus
beider Substanzen. Aufgrund der unterschiedlichen Resorptions- und
Verteilungskinetik von exogen zugefugtem und endogen gebildetem SMP sagen die
durch direkte Applikation von SMP gewonnenen Daten wenig darlber aus, in
welchem Umfang endogen gebildetes SMP als MPMA ausgeschieden wurde. Ein
Geschlechtsunterschied wurde hinsichtlich der prozentual ausgeschiedenen MPMA-
Menge festgestellt. Die hdhere MPMA-Ausscheidung in weiblichen Ratten lasst sich
im Wesentlichen wahrscheinlich auf die hoher exprimierte Hydroxysteroid-SULT und
eine folglich héhere Sulfonierungsrate der weiblichen Ratten zurtckfihren. Da ein
Geschlechtsunterschied hinsichtlich der Ausscheidungswege bestand, werden die
renalen und die biliaren MPMA-Exkretionen in den im Folgenden diskutierten
Versuchen als Summe betrachtet.

4.1.3 Ausscheidung von N?-(1-Methylpyrenyl)-desoxyguanosin (MPdG)

MPdG konnte nur in zwischen 12 und 24 h nach der Applikation gesammeltem Urin
SMP-behandelter Tiere identifiziert werden. Die Menge des in diesem Zeitraum
ausgeschiedenen MPdG war mit weniger als 0,9 bzw. 0,4 ppm der Gesamtdosis
extrem gering. Der Urin in den ersten 12 h nach der Applikation, welcher fur eine
Einschatzung des MPdG wichtig war, war alle 3 h gesammelt und parallel fur die
MPMA-Bestimmung verwendet worden. So stand nur wenig Untersuchungsmaterial
(50 bis 300 pl) zur Verfigung. Durch die Aufarbeitung konnte keine hohe
Aufkonzentrierung erzielt werden. Die MPdG-Konzentrationen der Proben lagen
unter der Detektionsgrenze. So lag auch die MPdG-Menge der gepoolten Urinproben
von 24 bis 48 h, von 48 bis 72 h sowie die der Faecesproben vom Zeitpunkt der
Applikation bis 48 h unter der Detektionsgrenze. Der Befund war angesichts der
hohen DNA-Addukthaufigkeit 15 min nach der Applikation (12000 Addukte /108
Nukleotide in der Niere und 8000 in der Leber) unerwartet.
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Bei den mit HMP und MP behandelten Tieren konnte in 24-h-Urin bzw.
Faecesproben trotz der deutlich gréleren Probenmengen (bis zu 5ml Urin bzw. 1 g

Faeceshomogenat), die verwendet wurden, kein MPdG nachgewiesen werden.

Folgende Erklarungen sind fur diese Befunde in Betracht zu ziehen. Zum einen
konnte bei HMP-behandelten Tieren die ausgeschiedene Menge an MPdG unterhalb
des Detektionslimits gelegen haben. Zum anderen kdnnte bei SMP-behandelten
Tieren der groRRte Teil des Nukleosidadduktes in den ersten 12 h ausgeschieden
worden sein, welches durch fehlende Aufkonzentrierung nicht detektierbar war.
Zuletzt konnte MPdG, wider Erwarten, nicht das Hauptausscheidungsprodukt der
DNA-Addukte darstellen.

Hinsichtlich der Detektionsgrenze gelten folgende Uberlegungen: Bei mit HMP
behandelten Tieren wurden Urin und Faeces Uber 24 h gesammelt und auf MPdG
untersucht. Die DNA-Addukthaufigkeit in der Leber der mit HMP behandelten Tiere
lag anfangs (15 min) im Schnitt bei 1000 Addukten/10® Nukleotide. Bei extrem
effizienter Reparatur und Ausscheidung innerhalb von 24 h, was von der Datenlage
her zu erwarten gewesen ware, wirde sich rechnerisch eine Exkretion von 500 pmol
MPdG ergeben’. Diese Menge lage sehr weit iiber dem Detektionslimit (100 fmol pro

Injektion).

Bei der Untersuchung von Urinproben SMP-behandelter Tiere konnte die MPdG-
Ausscheidung in den ersten 12 h eine entscheidende Rolle fir das Gesamtbild
gespielt haben. Daflr spricht die kurze Halbwertzeit (etwa 30 min) der Addukte im
Gewebe HMP-behandelter Tiere. Demnach ist es sehr wahrscheinlich, dass die
meisten Addukte bereits in den ersten 12 h ausgeschieden worden waren. Die
Addukthaufigkeit betrug jedoch 6 Tage nach der Behandlung noch 2500 pro 108
Nukleotide in der Niere und 2000 in der Leber. Zwischen 12 und 24 h nach der
Applikation durfte der Adduktspiegel also um ein Vielfaches hoher gewesen sein.
Selbst bei gleicher DNA-Addukthaufigkeit wie nach 6 Tagen hatte rechnerisch

erheblich mehr MPdG im Urin sein massen als identifiziert wurde. Denn auch hier gilt

' Es wird angenommen, dass 40 % der Addukte an die exocyclische Aminogruppe gebundene Guanosinaddukte sind.
Die DNA-Menge der Leber wurde nach Angaben von QIAGEN® (100 ug DNA/25 mg Leber) auf 40 mg geschatzt (10 g
Gewebe/Leber). Des Weiteren gilt die Umrechnung, dass eine Addukthaufigkeit von 33 Addukten/10® Nukleotide einer
Adduktkonzentration von 1 fmol Addukt/ug DNA entspricht.
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die obige Uberlegung hinsichtlich der Ausscheidungsmenge und der
Detektionsgrenze. Insofern ist die geringe MPdG-Ausscheidung nach Verabreichung

des SMP mit dem Zeitpunkt der Probenentnahme nicht erklarbar.

Die dritte Moglichkeit ware, dass endogen gebildete DNA-Addukte des SMP nicht als
MPdG sondern in Form anderer Addukte ausgeschieden werden. Hinter dieser
Hypothese verbergen sich zwei Fragen, die im Folgenden einzeln diskutiert werden

sollen.

Als erstes kann in Frage gestellt werden, ob an der exocyclischen Aminogruppe
modifiziertes Desoxyguanosin (dG) das Hauptaddukt darstellt. Die Hypothese, dass
das exocyclische N-Addukt des Guanosins (MPdG) ausgeschieden wird, beruht zum
einen auf den Befunden von Monnerjahn (Monnerjahn et al. 1993) und Kuhlow
(Kuhlow 2001), zum anderen auf dem theoretischen Ansatz von Dipple (Dipple
1995). Es wurde experimentell nachgewiesen, dass die Sulfotransferase-vermittelte
Bioaktivierung Uber einen Sy1-Mechanismus verlauft. Ein benzylisches Carbokation
ist die reaktive Zwischenstufe. Das benzylische Carbokation ist ein weiches
Elektrophil, seine positive Ladung wird durch das aromatische System
mesomeriestabilisiert (Boberg et al. 1983; Glatt 1997). Der bevorzugte Angriffspunkt
eines solchen Elektrophils ist die exocyclische Aminogruppe des Guanosins bzw.
des Adenosins (Dipple 1995). Dem entsprechend konnte Monnerjahn anhand eines
chemisch modifizierten Oligonukleotids, das ein N?-(1-Methylpyrenyl)-dG enthiilt,
zeigen, dass im 32P-Postlabelling-Assay der Hauptspot der mit SMP modifizierten
DNA mit dem exocyclisch modifizierten dG-Monophosphat komigriert. Der Autor
raumte ein, dass der Spot noch ein dA-Addukt in unbekannter Menge beinhaltete.
Kuhlow (2001) verbesserte die chromatographischen Bedingungen und zeigte, dass
jener durch Monnerjahn beschriebene Addukt-Spot, welcher dG- und dA-Addukte
beinhaltete, sich weder durch verbesserte Dinnschichtchromatographie noch durch
HPLC trennen lieR. Die Radioaktivitat des Spots betrug 40-50 % der
Gesamtradioaktivitat der entsprechenden Probe. Insofern kann man sagen, dass
SMP zu einem hohen Teil an die exocyclische Aminogruppe des dG gebunden ist.
Dadurch, dass das modifiziete N*dG und das dA-Addukt sich

dunnschichtschromatographisch nicht trennen lassen, ist der Anteil des N%-dG-
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Addukts in dem Spot nicht einschatzbar. Theoretisch konnte der Anteil des N%-dG-

Addukts sehr klein sein. Dies kdnnte die geringe Ausscheidung zum Teil erklaren.

Des Weiteren stellt sich, falls es sich bei dem Hauptspot im Postlabelling-Assay in
der Tat um das N%-dG-Addukt handeln sollte, die Frage, ob dieses bevorzugt als
entsprechendes Nukleosid- (MPdG) oder Nukleobasenaddukt ausgeschieden wird.
Die Ausscheidung adduktierter Nukleobasen bzw. Nukleoside ist als Folge der
Instabilitat des Adduktes und/oder aktiver Reparaturmechanismen zu betrachten. In
vielen Fallen (z.B. bei DNA-Addukten des Aflatoxin B1) laufen beide Prozesse
nebeneinander ab (Leadon et al. 1981). Die instabilen Addukte werden durch
spontane Depurinierung als entsprechende Basenaddukte freigesetzt und als solche
ausgeschieden (Autrup & Seremet 1986; Rogan et al. 1990; Shuker & Farmer 1992;
Groopman et al. 1994; Casale et al. 2001). Die stabilen PAH-Addukte werden meist
durch Nukleotid-Exzision eliminiert (Van Houten 1990; Braithwaite et al. 1998; 1999),
dabei wird im betroffenen DNA-Einzelstrang ein Oligonukleotid von 27 bis 29
Nukleotiden ausgeschnitten (Sancar 1994). Es ist jedoch weitgehend unklar, wie die
ausgeschnittenen Oligonukleotide metabolisiert werden. Der Katabolismus nicht-
adduktierter DNA verlauft Uber entsprechende Nukleotide, Nukleoside und
Nukleobasen. Purinbasen werden bei Menschen und Primaten zu Harnsaure, bei
anderen Saugertieren zu Allantoin degradiert und ausgeschieden (Moriwaki et al.
1999). Es wird angenommen, dass adduktierte Oligonukleotide, die bei der
Nukleotid-Exzisionsreparatur ausgeschnitten werden, ebenfalls diesen Weg
durchlaufen. In diesem Fall ware denkbar, dass durch die Modifikation bestimmter
Basen dieser Prozess unterbrochen wird und die entsprechenden davor gebildeten
Produkte ausgeschieden werden. Eine Ausscheidung modifizierter oder auch
unmodifizierter Oligo- und Mononukleotide ist bis heute nicht bekannt. Es wurde
jedoch Uber die Ausscheidung von dG als normalem Bestandteil des Urins in
Menschen und Mausen berichtet (Kuttesch & Nelson 1982). 2°-Chlor-dG, ein
antiviraler Stoff, wurde ebenfalls unmetabolisiert in humanem Urin gefunden
(Kuttesch & Nelson 1982). Es ist inzwischen bekannt, dass ein in der Niere
exprimierter organischer Kationentransporter (OCT1) selektiv die renale Exkretion
verschiedener Nukleoside erleichtert (Kearns et al. 1994; Chen & Nelson 2000).
OCT1 wird in der Niere verschiedener Sauger (z.B. im Menschen, in der Ratte und in

der Maus) exprimiert (Gundemann et al. 1994; Okuda et al. 1996; Loewen et al.
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1999). Die Existenz des selektiven Kationentransporters OCT1 weist auf die
Mdglichkeit der renalen Exkretion von Nukleosiden und deren Analoga hin.
Tierexperimentell konnte Frandsen (1997) zum ersten Mal anhand von mit PhIP
modifizierter DNA zeigen, dass extern zugeflgte modifizierte DNA in der Ratte zum
ensprechenden dG-Addukt abgebaut und ausgeschieden wird. Zudem konnte der
Autor zeigen, dass i.p. verabreichtes PhIP-dG-Addukt von der Ratte fast quantitativ
unmetabolisiert ausgeschieden wurde. Ein Thymidin-Dimer ist als eines der renal
ausgeschiedenen Basenprodukte bekannt, dessen Ursprung nicht in der spontanen
Depurinierung und/oder Basen-Excision liegt. Es konnte gezeigt werden, dass diese
haufig vorkommende UV-Schadigung durch Excinukleasen aus der DNA entfernt
werden (Nukleotid-Exzision), jedoch als Basen-Dimer ausgeschieden werden
(Ahmad et al. 1999). Andererseits ware es aber auch moglich, dass modifizierte
Purinbasen trotz der Modifikation an der exocyclischen Aminogruppe desaminiert
wirden. In diesem Fall wirden dann keine modifizierten Nukleobasenaddukte im

Urin zu finden sein.

Angesichts der oben dargelegten Aspekte zur Bildung der aus SMP resultierenden
DNA-Addukte und der Wahrscheinlichkeit von deren Ausscheidung als MPdG lasst
sich Folgendes feststellen. (a) Die Literaturdaten haben vielfach gezeigt, dass stabile
DNA-Addukte durch aktive Reparaturmechanismen eliminiert und prinzipiell zu
Nukleosid- oder Nukleobasenaddukten abgebaut und auch als solche
ausgeschieden werden koénnen. (b) Das an der exocyclischen Aminogruppe
modifizierte dG-Addukt kénnte einen geringeren Anteil an den gesamten DNA-
Addukten des SMP ausmachen als bislang angenommen. Der Befund, dass nur 0,9
ppm des applizierten SMP als MPdG in 12 h ausgeschieden wurden, konnte ein
zusatzlicher Hinweis fur die genannten Annahmen darstellen. (c) Eine Ausscheidung
als Basenaddukt, N*-(1-Methylpyrenyl)-guanin, ist prinzipiell méglich.

4.2 Metabolismus von 1-Hydroxymethylpyren (HMP) und dessen Beein-

flussbarkeit

Die ldentifizierung der ausgeschiedenen Metaboliten diente dazu, die alternativen
Metabolismuswege, uber die HMP ausgeschieden wird, zu erfassen. Des Weiteren
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sollten die daran beteiligten Enzyme eingegrenzt werden, um zum einen
Erkenntnisse zu gewinnen, Uber welche Angriffspunkte die Bildung des DNA-
reaktiven SMP erhdht werden kann, und um zum anderen zu uberprufen, ob die
potenziellen Biomarker wie z.B. MPMA empfindlich auf solche Veranderungen des
Systems reagieren.

Im Rahmen der Metabolismusuntersuchung wurde die Ausscheidung und Verteilung
von i.p. verabreichtem 'C-HMP in der Ratte untersucht. Die Elimination des
applizierten 4C-HMP erfolgte hauptsachlich in den ersten 48 h nach der Behandlung.
Etwa 70% der applizierten Radioaktivitat befand sich in den gesammelten Urin- und
Faecesproben. Mindestens weitere 8 % der Dosis wurden an den Kafigwandungen
gefunden. Die Tiere wurden nach 48 h durch Dekapitation getotet. Zum Zeitpunkt der
Totung wurden weniger als 3,5% der applizierten Radioaktivitat in den Geweben der
Tiere gefunden, wobei das Fettgewebe 80% der in den Geweben persistierenden
Radioaktivitdt enthielt. Ein ahnliches Ausscheidungsverhalten wurde fiur das
strukturverwandte Pyren beschrieben (Bouchard et al. 1998). Dabei wurden in einer
Beobachtungsperiode von 24 h nach der Applikation mehr als 90 % der
Radioaktivitat wiedergefunden, was nur moderat héher war als in der vorliegenden
Studie. Ubereinstimmung bestand weiterhin in der Gewebeverteilung der
Radioaktivitat. Der hochste Anteil der Radioaktivitat wurde im Fettgewebe in Form

von unmetabolisiertem '*C-Pyren gefunden (Bouchard et al. 1998).

Die renal ausgeschiedenen Metaboliten wurden weitgehend identifiziert. Flr neun
von ihnen existieren Strukturvorschlage (Abschnitt 3.2.2). Aufgrund dieser
Kenntnisse wurden die in Abbildung 4.1 aufgezeigten Metabolismuswege postuliert.
Die identifizierten Metaboliten sind in den grau unterlegten Kasten dargestellt. Es
wird angenommen, dass HMP zunachst am Ring oder an der Seitenkette oxidiert

wird.

Als Produkt der Ringoxidation wurde ein Isomer des ringhydroxylierten HMP sowie
dessen phenolischer Sulfatester im Urin von mit HMP behandelten Ratten
identifiziert. Die Hydroxylierung am Ring war vermutlich aus entsprechenden
Epoxiden hervorgegangen. Vogel et al. (1968) synthetisierten 1,2-Naphthalinepoxid
und stellten fest, dass dieses nicht-enzymatisch rasch zu 1-Naphthol umgelagert. Bei

Betrachtung des Metabolismus zahlreicher PAHs wurden neben Phenolen auch
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Dihydrodiole identifiziert (Boyland & Sims 1965; Jacob et al. 1982; Shou & Yang
1996; Hegstad et al. 1999), welche in vivo meist zusatzlich am aromatischen
Ringsystem hydroxyliert (Dihydrotriole) waren und als entsprechende phenolische
Sulfat- bzw. Glucuronsaure-Konjugate ausgeschieden wurden (Grimmer et al. 1988;
Hegstad et al. 1999; Yang et al. 1999). Im Gegensatz dazu konnten hier weder
Dihydrodiole noch Konjugate der Dihydrotriole im Urin identifiziert werden. Engst et
al. (1999) untersuchten die mikrosomale Oxidation des MP in vitro. Dabei wurden
sehr geringe Mengen an Dihydrodiolen identifiziert. Es ist deshalb nicht
auszuschlieen, dass ein geringer Anteil an Dihydrodiolen gebildet und
ausgeschieden wurde, sei es als Dihydrodiol oder als phenolisches Sulfat- oder

Glucuronsaure-Konjugat entsprechender Dihydrotriole.

Das Produkt der Seitenkettenoxidation war die Pyrencarbonsaure (PCS), die sowohl
als freie Saure als auch in ihrer konjugierten Form (Glucuronsaure-Konjugat)
ausgeschieden wurde. PCS sowie ihre Glucuronsaure-Konjugate machten etwa 50 %
der Gesamtmenge der ausgeschiedenen Metaboliten aus. Die Seitenkettenoxidation
zur entsprechenden Carbonsaure ist kein seltenes Phanomen. Gillette et al. (1959)
zeigten, dass die Hydroxylierung an der Methylgruppe des p-Nitrotoluol der erste
Schritt in der Oxidation zu p-Nitrobenzoesaure war. Im selben Jahr stellte Williams
(1959) die damaligen Kenntnisse in einer Monographie zusammen und bezeichnete
die Oxidation von Methylgruppen zu Carbonsauren als Mechanismus der
Detoxifizierung. Das stark kanzerogene 7,12-Dimethylbenzo[a]anthracen wurde
ebenfalls bis zum 12-Methyl-7-carboxbenzo[a]anthracen oxidiert (Pataki & Huggins
1969).

Neben PCS wurden auch ihre Glucuronsaure-Konjugate gefunden. Es st
anzumerken, dass Acylglucuronide ebenfalls reaktiv sein kdnnen. Es wurde Uber
kovalente Proteinbindungen der Acylglucuronide berichtet, welche mit allergischen
Reaktionen, die durch bestimmte Medikamente hervorgerufen werden, in Verbindung

gebracht wurden (Spahn-Langguth & Benet 1992).

Neben der PCS wurde ein betrachtlicher Anteil (> 20 %) der renalen Metaboliten als
Isomere phenolische Sulfatester von PCS, welche durch Sulfo-Konjugation aus
ringhydroxylierter PCS hervorgingen, identifiziert. Drei Isomere, die sich in der

Retentionszeit voneinander unterscheiden, wurden identifiziert. Die Ausscheidung
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weiterer Isomere ist jedoch nicht auszuschlielRen. Die ringhydroxylierten PCS
konnten auf zwei verschiedenen Wegen entstehen. Die Ringhydroxylierung der PCS
stellt den einen Weg dar, die Ringhydroxylierung des HMP und anschlieRende
Oxidation zur entsprechenden Carbonsaure ware der andere. In Abbildung 4.1 wird
nur der letztere dargestellt, da sich aus der Inkubation von PCS mit
Rattenlebermikrosomen in Gegenwart von NADPH keine Metaboliten ergaben
(Daten nicht gezeigt). Insgesamt wurden mehr als 80 % der Metaboliten in oxidierter

Form ausgeschieden.

Das Glucuronsaure-Konjugat des HMP gehorte ebenfalls ins Metabolitenspektrum.
Sein Anteil betrug weniger als 5 %. Eine Spur von HMP wurde in einigen Urinproben
und in allen Faecesproben identifiziert. Es ist wahrscheinlich, dass diese aus dem
Glucuronsaure-Konjugat des HMP durch mikrobielle [-Glucuronidase freigesetzt
wurde, wie bereits fur Benzo[a]pyren-3-glucuronid (Renwick & Drasar 1976) und

lodothyronin-glucuronid (Hazenberg et al. 1988) gezeigt wurde.



CYP O‘ée ADH + ALDH
CH,0OH / \ COOH

: HMP
Metabolit 9 ‘O Metabolit 8
(etwa 1 %) @‘ ADH + ALDH coon (20-40 %)

TS o
SULT @‘ UGT
HO
j SULT
\ COOH OOH
CH,OH COOH
OoH OH

o oC £
i O\ /o

o)
CH,
0. ° 0, ° OO OO
,S~‘ ~S¢
Ho Ho "0 J 0

Metabolit 4 Metabolit 1+2+3 Metabolit 6 Metabolit 5
(2-3 %) (20-50 %) (<10 %) (5-25 %)

Abbildung 4.1 Postulierte Metabolismuswege des HMP. Die Bezeichnungen der Metaboliten entsprechen denen in Abbildung 3.12. Die Metaboliten sind
phenolische Sulfatester der Pyrencarbonsaure (1 + 2 + 3), phenolische Sulfatester des HMP (4), das Glucuronsdurekonjugat der PCS (5), das
Glucuronséaurekonjugat des HMP (6), die PCS (8) und ringhydroxyliertes HMP (9). Der Metabolit 7 ist ein Stellungsisomer des Metaboliten 5 und wurde hier
nicht abgebildet. Die vorgeschlagenen Metabolismuswege basieren auf den Ergebnissen der Metabolismusuntersuchungen des HMP in der Ratte (3.2.2.2).

Die Angaben zu den prozentualen Anteilen der Metaboliten beziehen sich auf die Metabolitenspektren vier weiblicher und vier mannlicher Ratten (3.2.2.3).
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Aus den Metabolismusuntersuchungen ist zu schliel3en, dass der oxidative Weg zur
PCS eine dominante Rolle bei der Detoxifizierung von HMP spielt. Die Oxidation
wurde daher nadher charakterisiert. Da eine Oxidation von HMP zu PCS den
Transport von vier Elektronen bendtigt, verlauft diese vermutlich Uber einen
Zweistufenprozess, wobei PCA das Zwischenprodukt darstellt (Kapitel 3). Weil die
Reaktionen vermutlich durch unterschiedliche Enzyme katalysiert werden, wurde die
Oxidation von HMP und die des PCA getrennt betrachtet. Dazu wurden subzellulare
Fraktionen der Rattenleber mit HMP bzw. PCA unter unterschiedlichen Bedingungen
inkubiert.

Zur Oxidation von HMP leisteten die cytosolischen und mitochondrialen Fraktionen
der Ratte einen signifikanten Beitrag. Die Cofaktoren NAD" und NADP™ waren fiir die
Oxidation essenziell. Die Sensibilitat der enzymatischen Oxidation von HMP
gegenuber dem diagnostischen Inhibitor 4-Methylpyrazol lasst auf eine Beteiligung
von Alkoholdehydrogenasen (ADH) schlieBen. Demnach gabe es mindestens zwei
ADH-Formen, die HMP oxidieren kdnnen, eine cytosolische und eine mitochondriale.
Beide Enzymformen lieBen sich sowohl durch 4-Methylpyrazol als auch durch
Ethanol hemmen, wobei das cytosolische Enzym sensitiver gegentber Ethanol war
als das mitochondriale. Eine mitochondriale Form der ADH wurde bislang in der
Literatur nicht beschrieben. Bisher galt die ADH als zuverlassiges Markerenzym fur
die cytosolische Fraktion (Tottmar et al. 1973). Demzufolge ware eine Kontamination
der mitochondrialen Fraktion durch cytosolische Enzyme mdglich. In Inkubationen
der Mitochondrienpréparation mit Ethanol und NAD™ zeigte sich jedoch keine Bildung
von NADH, so dass diese Moglichkeit ausgeschlossen werden kann (Daten nicht

gezeigt).

Die Eigenschaften der HMP-oxidierenden Aktivitat in der cytosolischen und
mitochondrialen Fraktion der Rattenleber, d.h. die Notwendigkeit von NAD'- bzw.
NADP™ und die Inhibition durch 4-Methylpyrazol und Ethanol, schlieen jedoch nicht
aus, dass andere Enzyme beteiligt sein konnen. So sind z.B. einige Oxidoreduktasen
ebenfalls in der Lage, in Anwesenheit des Cofaktors NAD" oder NADP™ Alkohole zu
entsprechenden Aldehyden oder Ketonen zu oxidieren (Maser & Bannenberg 1994).
In  der Literatur sind Untersuchungen zur Reduktion des PCA durch
Rattenlebercytosol in Anwesenheit von NADPH beschrieben. Dabei wurde das
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beteiligte Enzym durch Einsatz diagnostischer Inhibitoren (Quercetin, Phenobarbital)
als Ketonreduktase klassifiziert (Landsiedel 1998). Da die Reaktion in Anwesenheit
von NAD" oder NADP™ auch oxidativ verlaufen kann, ist es wahrscheinlich, dass die

Ketonreduktase zum Teil auch an der HMP-Oxidation beteiligt ist.

Die Oxidation des PCA wurde in mikrosomalen, cytosolischen und mitochondrialen
Praparationen der Rattenleber untersucht. Die mikrosomale Fraktion der Rattenleber
weist in Gegewart von NAD" und NADP* keine nennenswerte Aktivitdt auf. Die
cytosolische Fraktion dagegen konnte in Gegenwart von NAD™ eine Aktivitat von 0,3
nmol/mg Protein/min vorweisen, welche etwa funf Mal groRer war als die der
mitochondrialen Fraktion. Die Sensitivitat der cytosolischen und mitochondrialen
Enzyme gegenuber Disulfiram deutet auf eine Beteiligung des Enzyms ALDH hin.
Die katalytische Aktivitat der ALDH in den subzellularen Fraktionen wurde in der
Literatur mehrfach beschrieben. In Gegenwart von NAD" verteilt sich die oxidative
Aktivitat in der Rattenleber, gemessen an Acetaldehyd und Propionaldehyd, wie folgt:
Mitochondrien > Mikrosomen > Cytosol (Lindahl & Evces 1984). Daraus ist zu
schlie3en, dass es sich hierbei vermutlich um andere ALDH handelt als diejenigen,
die auch Acetaldehyd und Propionaldehyd oxidieren, da die oxidative Aktivitat
gegenuber PCA in Cytosol und Mitochondrien wesentlich grolRer war als in
Mikrosomen. Uberdies deutet die cytosolische Enzymaktivitit gegentiber PCA in
Abwesenheit von NAD" auf Mitwirkung NAD* bzw. NADP*-unabhangiger Enzyme
hin. Der Befund, dass durch Verdrangung des Sauerstoffes durch Argon die
Enzymaktivitat auf 60 % gesenkt wurde, deutet auf eine mogliche Rolle des
Sauerstoffes als Redoxaquivalent hin. Demnach konnte das dritte Enzym eine
Oxidase sein, wie z. B. das molybdanabhangige Flavonprotein Aldehyd-Oxidase,
welche Sauerstoff als physiologischen Elektronenakzeptor bendtigt. Langkettige und
aromatische Aldehyde koénnen durch dieses Enzym schnell oxidiert werden,
wogegen die kurzkettigen nur sehr schlechte Substrate sind (Beedham 1987). Einer
Disproportionierung durfte insofern keine Bedeutung beigemessen werden, weil die
entstehende HMP-Menge nicht im gleichen Verhaltnis zur PCS-Bildung steht.
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4.3 Einfluss von Storungen des detoxifizierenden Systems

Die Metabolismusvorgange eines Organismus halten sich gegenseitig in einer
empfindlichen Balance. Veranderungen bei detoxifizierenden Stoffwechselwegen
konnen die Toxifizierung beglnstigen. Diese Veranderungen des detoxifizierenden
Systems konnen z. B. durch Nahrungsbestandteile und Medikamente verursacht
werden. Aber auch Polymorphismen der detoxifizierenden Enzyme stellen
potenzielle Faktoren dar, die das Risiko bestimmter Populationen erhéhen kénnen.
Unsere Untersuchungen zum Metabolismus von HMP zeigten, dass die
Seitenkettenoxidation eine wichtige Rolle in der Detoxifizierung des HMP spielte,
woran in vitro Versuchen nach die Enzyme ADH und ALDH beteiligt waren. Um dies
in vivo zu uberprufen und die Beeinflussbarkeit der MPMA-Ausscheidung durch
auldere Faktoren zu untersuchen, wurden diese Enzyme in der Ratte durch Ethanol
bzw. Disulfiram inhibiert. Als direkter Parameter der veranderten Toxifizierung wurde
die SMP-Konzentration im Plasma bestimmt. Zudem wurden die DNA-
Addukthaufigkeit in der Leber sowie die Ausscheidung der MPMA als indirekte

Parameter der Toxifizierung untersucht.

4.3.1 Wirkung des Disulfirams

Disulfiram wurde lange Zeit als Therapeutikum gegen Alkoholabusus verabreicht. Die
Basis fur seine klinische Anwendung ist die irreversible Hemmung der ALDH und die
resultierende langanhaltende Alkoholunvertraglichkeit (Hald & Jacobsen 1948; Brien
1985). Da ALDH vermutlich an der oxidativen Detoxifizierung des HMP beteiligt ist,
wurde diese Eigenschaft des Disulfirams ausgenutzt. Die Vorbehandlung mit
Disulfiram fuhrte tatsachlich zu einer verstarkten Bildung des reaktiven Sulfatesters
SMP, die direkt durch die erhdhte SMP-Konzentration im Plasma zum Ausdruck
gebracht wurde. Zudem wurde eine Zunahme der DNA-Addukthaufigkeit in der Leber
und eine vermehrte MPMA-Exkretion festgestellt.

Die Werte der mit Disulfiram vorbehandelten mannlichen Tiere zeigten eine
ausgepragte Variabilitat. Wahrend bei den Kontrolltieren, die kein Disulfiram
bekamen, eine SMP-Plasmakonzentration von 0,18 bis 0,74 uM vorzufinden war,
lagen die Werte bei den mit Disulfiram vorbehandelten Tieren zwischen 0,12 yM und
8,24 uM (Tab. 7.7 im Anhang). Ein ahnlicher Sachverhalt war bei der DNA-
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Addukthaufigkeit und bei der MPMA-Ausscheidung zu beobachten. Dieses
Phanomen konnte mit einer unterschiedlichen Resorption des Disulfirams aus der
Bauchhdhle zusammenhangen (Peterson 1992). Da Disulfiram schwer wasserldslich
ist, wurde es in DMSO geldst und i.p. appliziert. Nach der Tétung der Versuchstiere
wurden Substanzablagerungen unterschiedlichen Grades festgestellt, welche mit
unterschiedlicher Resorption aus der Bauchhohle erklarbar waren. In der Literatur
wurde eine erhdhte Toxizitdt von in Ol geldsten Disulfiram bei oraler Gabe
beschrieben. Die Autoren erklarten ihren Befund mit verbesserter Resorption durch
das Medium OI (Child & Crump 1952).

Die komplexe Wirkung des Disulfirams durfte ebenfalls zu der gro3en Variabilitat der
Werte (z.B. 0,12 — 8,24 yM SMP im Plasma) der mit Disulfiram behandelten Ratten
beigetragen haben. Disulfiram erlangt seine Aktivitat erst nach vorangegangener
Bioaktivierung (Abb. 4.2) (Johansson 1992), an der viele Enzyme beteiligt sind.
Fehlende oder nicht ausreichende Aktivitat eines der beteiligten Enzyme kann zu
einer stark verringerten biologischen Aktivitat von Disulfiram fuhren. Daruber hinaus
werden neben derer der ALDH die katalytischen Aktivitaten der am Metabolismus
des Disulfirams beteiligten Enzyme wie der Glutathionreduktase (Stromme 1963),
der mikrosomalen CYP Enzyme (Brady et al. 1991) und der UGT (Kaslander 1963)
beeintrachtigt. Die Aktivitat der GST wird ebenfalls herabgesetzt (Ploemen et al.
1996). Dies konnte zur Folge haben, dass weniger Glutathionkonjugat (MPSG)
gebildet wird und somit auch weniger Mercaptursaure (MPMA) ausgeschieden wird.
Angesichts der gegebenen Umstande ist die Variabilitat verstandlich. Die tendenziell
gesteigerte Aktivierung durch die Einwirkung von Disulfiram sollte daher als Effekt,
der weiterer Uberpriifung bedarf, Beachtung finden, auch wenn er aufgrund der
grofRen interindividuellen Unterschiede und des geringen Probenumfangs statistisch

nicht immer signifikant war.
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Abbildung 4.2 Bioaktivierung von Disulfiram.—> zeigen die bekannten und--» die zu prifenden
Metabolismuswege. Die grau unterlegten Metaboliten sind die vermeintlichen aktiven Metaboliten. Die
Substanzen sind (a) Disulfiram (N"N’-Tetramethylthiuramdisulfit); (b) N"N’-Diethyldithiocarbamat; (c)
N’N’"-Diethyldithiomethylcarbamat; (d) N"N"-Diethyl-S-methylthiocarbamat; (e) N"N’-Diethyl-S-methyl-
thiolcarbamoylsulfoxid; (f) N"N -Diethyl-S-methyl-thiolcarbamoylsulfonat.

4.3.2 Wirkung des Ethanols

Ethanol inhibierte die Oxidation von HMP in vitro. Hinsichtlich der Aktivierung von
HMP zu SMP in vivo fuhrte die simultane Behandlung mit Ethanol und HMP zu
Ergebnissen, die auf den ersten Blick zum Teil widersprichlich waren. So wurde 3 h
nach der HMP-Applikation bei den mannlichen Tieren eine leichte Erhdhung der
SMP-Konzentration DNA-
Addukthaufigkeit festgestellt, wahrend die Werte der Weibchen denen der
24 h nach der HMP-Behandlung war die DNA-
Addukthaufigkeit in der Leber jedoch bei beiden Geschlechtern erhoht. Aul3erdem

im Plasma sowie eine leichte Zunahme der

Kontrolltiere entsprachen.

wurde eine erhohte MPMA-Exkretion ebenfalls bei beiden Geschlechtern festgestellt.
Die gleichbleibende Plasmakonzentration von SMP in den weiblichen Ratten (3 h
nach der HMP-Applikation) ist angesichts der im Allgemeinen héheren MPMA-
Ausscheidung der Weibchen (Abb. 3.37) durch starkere GSH-Konjugation, welche
die gesteigerte SMP-Bildung effektiv kompensierte, erklarbar. Einen zusatzlichen
Hinweis auf diese Hypothese lieferte das unterschiedliche Verhalten der mannlichen
und weiblichen Ratten hinsichtlich der DNA-Addukthaufigkeit, die bei den Mannchen
um ein Vielfaches héher war als bei den Weibchen. Unter Berlcksichtigung der oben
genannten Argumente sagen die scheinbar widerspruchlichen Daten aus, dass die
Aktivierung von HMP durch Ethanol begunstigt wird. Bemerkenswert war, dass
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bereits eine Dosis von 0,2 g Ethanol/kg KM zu einer messbar gesteigerten Bildung
des reaktiven SMP flhrte. Dabei erwies sich die Ausscheidung des MPMA als ein
besonders empfindlicher Parameter. Eine erhohte Ausscheidung entsprechender
Thioether in Anwesenheit von Ethanol wurde bei Untersuchungen anderer
benzylischer Verbindungen wie Benzylacetat (Chidgey et al. 1986), Toluol und Xylol
(Doorn et al. 1981) berichtet. Die verwendeten Ethanol-Dosen waren jedoch mit 3 g

Ethanol/kg KM um ein vielfaches hdher als im vorliegenden Versuch.

Die Ergebnisse dieses Versuchs scheinen die wichtige Rolle der Seitenketten-
oxidation durch ADH in der Detoxifizierung von HMP zu belegen. Doch auch die
Wirkung von Ethanol ist sehr komplex. Eine akute Ethanolgabe wirkt im Allgemeinen
inhibierend auf den Fremdstoffmetabolismus (Rubin et al. 1970; Whitehouse et al.
1975a; 1975b). Die involvierten Mechanismen scheinen hauptsachlich kompetitive
Hemmungen gemeinsamer Detoxifizierungswege zu sein, welche die ADH und CYP
beinhalten. Darlber hinaus ist die Freisetzung von Steroid-Hormonen und eine damit
verbundene Hemmung einiger mikrosomaler Enzyme bekannt (Chung & Brown
1976). Ein indirekter Effekt ist die durch den Ethanol-Metabolismus hervorgerufene
Anderung des Redoxstatus der Zelle, welche eine Hemmung der UGT bewirken
kann (Moldeus et al. 1978). Angesichts dieser Effekte ist nicht auszuschliel3en, dass
neben ADH auch CYP und UGT in Mitleidenschaft gezogen wurden, so dass die
initiale Metabolisierung und Eliminierung von HMP auf vielen Wegen verlangsamt
wurde. Whitehouse et al. (1975a) berichteten Uber eine stark erhohte '“C-Diazepam-
Menge im tiefen Kompartiment (Gehirn, Fettgewebe) in Folge eines retardierten
Metabolismus des '*C-Diazepams durch Ethanol. Da auch HMP im Fettgewebe
gespeichert wird (Kapitel 3), ist anzunehmen, dass HMP durch den herabgesetzten
Metabolismus dort in starkerem MalRe angereichert wird und nach und nach
freigesetzt werden kann. Im Vergleich zu UGT besitzen SULT eine hohere Affinitat
und niedrigere Kapazitat gegenlber potenziellen Substraten. So werden Substrate in
niedriger Konzentration bevorzugt sulfoniert (Morris 1987; Pang 1987). Die
Sulfonierung wird nicht durch Ethanol beeintrachtigt (Sundheimer & Brendel 1984).
Da die Menge des nach und nach freigesetzten HMP als gering einzuschatzen ist, ist
unter Ethanoleinfluss von einer im Vergleich zur Glucuronidierung hdheren

Sulfonierungsrate auszugehen.
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Vereinfacht Iasst sich sagen, dass bereits eine Dosis von 0,2 g Ethanol/kg KM zu
einer deutlich erhdhten Bildung des SMP flhrte. Dies wurde insbesondere durch die
MPMA-Ausscheidung zum Ausdruck gebracht. Die gesteigerte Aktivierung von HMP
zu SMP beruhte wahrscheinlich auf der inhibierenden Wirkung des Ethanols auf
verschiedene detoxifizierende Systeme.

4.4 Methylpyren-Mercaptursdure (MPMA) als Biomarker fur die Exposition
gegenuber 1-Methylpyren (MP)

Je nach Fragestellung stellt das Biomonitoring unterschiedliche Anforderungen an
die verwendeten Biomarker. Im Allgemeinen soll ein Biomarker vor allem mit
moglichst wenig analytischem Aufwand und hohem Probendurchsatz sensitiv zu
analysieren sein. Zudem ist eine nicht-invasive Probennahme von gro3em Vorteil.
Zur Bestimmung der Expositionshdhe ist ein linearer Zusammenhang mit der
Exposition Uber einen weiten Bereich des Expositionsniveaus eine notwendige
Voraussetzung, wahrend eine Aussage uber die effektive Dosis eine gut etablierte
Korrelation zwischen der Menge des Biomarkers (z.B. MPMA) und dem
beobachteten Effekt (z.B. DNA-Addukt) erfordert. Um zu erkennen, mit welchem
Stoff ein Individuum oder eine Population belastet ist, bendtigt man Biomarker mit
hoher Spezifitdt fur die interessierenden Chemikalien. Wenn ein Biomarker idealer
Weise all diese Eigenschaften besitzt, kann er flr verschiedene Fragestellungen
herangezogen werden. Hinsichtlich der dargelegten Kriterien soll im Folgenden die

Anwendung der MPMA beurteilt werden.

MPMA ist analytisch gut erfassbar. MPMA wurde gemafR der in Abschnitt 2.5.7
beschriebenen Methoden aus Urin und Faeces extrahiert und mittels LC-MS/MS im
MRM-Modus bestimmt. Die Methode ist durch die vorausgehende chromato-
graphische Trennung mittels HPLC und Detektion mittels MS/MS im MRM-Modus
hoch sensitiv und selektiv. Das Detektionslimit betragt 100 fmol pro Injektion.
Aufgrund der Selektivitat reicht eine einfache chromatographische Trennung. Der
Probendurchsatz wird daher durch die Geschwindigkeit der Probenvorbereitung
bestimmt. Bei den vorliegenden Versuchen betrug der Probendurchsatz bis zu 36
Urin- bzw. 8 Faecesproben pro Tag. Die Aufarbeitung von Urinproben kann jedoch
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durch Automation erheblich beschleunigt werden. Die Analyse von Faecesproben ist
dagegen sehr zeitaufwendig, so dass sie nur im Tierversuch sinnvoll ist. Da das
Grenz-Molekulargewicht fur die Gallengangigkeit bei den Versuchstieren (> 300 Da)
niedriger ist als beim Menschen (> 475 Da) (Klaassen 1975), ist davon auszugehen,
dass viele Substanzen, darunter auch HMP-Metaboliten, die beim Versuchstier
sowohl renal als auch biliar ausgeschieden werden, beim Menschen fast

ausschlieflich mit dem Urin exkretiert werden.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sich die MPMA aufgrund ihrer guten
analytischen Erfassbarkeit im Urin als Biomarker zur Bestimmung der inneren Dosis
eignen wurde. Die Beobachtung, dass weibliche Ratten tendenziell mehr MPMA
ausscheiden als Mannchen, wahrend fur die DNA-Addukte das umgekehrte zutrifft,
weist darauf hin, dass die Beziehung zwischen der MPMA-Ausscheidung und der
Bildung des reaktiven SMP unter anderem von der Detoxifizierungskapazitat
abhangt, so dass eine hohere MPMA-Ausscheidung nicht zwangslaufig eine héhere

innere Dosis des SMP bedeutet.

45 Ausblick

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich MPMA aufgrund ihrer
Erfassbarkeit und ihrer empfindlichen Reaktion auf Veranderungen des
detoxifizierenden Systems gut als Biomarker fur die Exposition gegenuber MP / HMP
eignen konnte. Es sind jedoch noch Fragen offen. Dies gilt vor allem fur die
Beziehung zwischen der MPMA-Ausscheidung und der DNA-Addukthaufigkeit in den
Organen. Sowohl die MPMA-Auscheidung als auch die DNA-Adduktbildung sind
Folgen der Aktivierung von HMP zu reaktivem SMP. MPMA stellt den Anteil der
Detoxifizierung dar, wahrend die DNA-Addukthaufigkeit den der Toxifizierung
verkorpert. Die Beziehung der beiden Parameter wird unter anderem durch die
variable Detoxifizierungskapazitat des SMP durch GSH-Konjugation beeinflusst.
Zwar wurde im Rahmen dieser Arbeit die MPMA-Ausscheidung in 24 h (Tab. 7.9 im
Anhang) und die DNA-Addukthaufigkeit in der Leber (ebenfalls 24 h nach der HMP-
Applikation, Tab. 7.8 im Anhang) hinsichtlich einer Korrelation Uberpruft. Das
Ergebnis ist aufgrund der wenigen sinnvollen Datenpunkte und fehlenden

Informationen uber die individuelle Detoxifizierungskapazitat jedoch nicht schlussig
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(Abb. 7.2 und 7.3 im Anhang). Dies sollte daher durch zusatzliche Experimente unter
Berucksichtigung der Detoxifizierungskapazitat durch Glutathionkonjugation weiter

verfolgt werden.

Ferner sind ausgeschiedene Nukleobasen- und Nukleosidaddukte toxikologisch von
aulBerodentlichem Interesse, da sie die primaren DNA-Schaden widerspiegeln.
MPdG konnte nur in Urinprobe zwischen 12 und 24 h nach der SMP-Applikation
identifiziert werden. Es ist deshalb wichtig zu klaren, wieviel MPdG in den ersten 12 h
nach der SMP-Applikation ausgeschieden wird. Dies konnte durch Untersuchung des
uber 24 h gesammelten und gepoolten Urins in einem zusatzlichen Experiment
uberprift werden. Ware das Ausmal der adduktierten DNA wiederum nicht durch die
MPdG-Ausscheidung wiedergegeben, wie bei den beschriebenen Versuchen, ware
es nicht minder wichtig zu klaren, welche Substanz das Hauptabbau- und
Ausscheidungsprodukt der SMP-modifizierten DNA vertritt.

Ein Nebenaspekt der vorliegenden Arbeit war der Metabolismus von HMP. Dabei
wurde die wichtige Rolle der seitenkette-oxidierenden Enzyme bei der
Detoxifizierung von HMP festgestellt. Die zellulare Verteilung der oxidativen Aktivitat,
ihre Abhangigkeit von den Cofaktoren NAD® und NADP® sowie ihre Sensitivitat
gegenuber den diagnostischen Inhibitoren Disulfiram und 4-Methylpyrazol wurde
untersucht, womit eine Eingrenzung der beteiligten Enzymgruppe maoglich war. Die
vorliegenden Daten reichen jedoch flr eine eindeutige Identifizierung der involvierten
Enzyme nicht aus, so dass auch auf diesen Gebiet weiterer Forschungsbedarf
besteht.
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5. Zusammenfassung

Substanzspezifische Biomarker wie Mercaptursauren (MA) und Nukleosid- bzw.
Nukleobasenaddukte konnen helfen, toxische Potenziale von Substanzen zu
erkennen. Wahrend MA die Detoxifizierung durch Glutathion (GSH) reprasentieren,
dokumentieren Nukleosid- und Nukleobasenaddukte parallel dazu die Toxifizierung

mit darauf folgender Bildung von DNA-Addukten.

Benzylische Alkohole werden unter Umstanden zu elektrophilen, mutagenen
Schwefelsaureestern sulfoniert, die enzymatisch zu entsprechenden Glutathion-
konjugaten detoxifiziert werden konnen. Die Reaktion wird besonders gut durch die
Glutathion-S-Transferase Theta2 katalysiert. Der benzylische Alkohol 1-Hydroxy-
methylpyren (HMP) ist ein bedeutender Metabolit von 1-Methylpyren (MP), einem
hepatokanzerogenen  polyzyklischen  aromatischen  Kohlenwasserstoff. In
Anwesenheit von  Sulfotransferasen (SULT) wund 5°-Phosphoadenosin-3’-
phosphosulfat als Kofaktor wird das Molekul zu dem hochreaktiven 1-Sulfooxy-
methylpyren (SMP) aktiviert. SMP bildet DNA-Addukte und ist mutagen.

Im Hinblick auf die Fragestellung, ob sich MA und Nukleobasen- bzw.
Nukleosidaddukte als Biomarker eignen, sollten im Rahmen dieser Arbeit die
Ausscheidung von N-Acetyl-S-(1-methylpyrenyl)-cystein (MPMA), der MA des SMP,
und die Ausscheidung des N2-(1-Methylpyrenyl)-desoxyguanosins (MPdG), eines
moglichen Abbauproduktes der DNA-Addukte von SMP, in der Ratte nach
Applikation von MP und HMP untersucht werden. Voraussetzung der MPMA-
Ausscheidung ist eine Konjugation des SMP mit GSH. Es wurde daher zunachst
untersucht, ob eine enzymatische GSH-Konjugation des SMP in der Ratte stattfindet
und wie hoch der Anteil ist, der zum Glutathion-S-Konjugat des SMP (MPSG)
umgesetzt wird. Dazu wurde SMP mit GSH in An- und Abwesenheit cytosolischer
Praparationen der Leber, der Niere, der Lunge und des Colons inkubiert. Die
gebildete MPSG-Menge wurde anhand synthetisch hergestellten MPSG als
Referenzsubstanz mittels HPLC mit UV-Detektion bestimmt. Die Untersuchung
ergab, dass die Anwesenheit der Cytosole fur die MPSG-Bildung in messbarer
Menge essenziell war. Bei niedriger Substratkonzentration (8 pM) und 1mg

Protein/ml entsprechender Menge an Lebercytosol wurde SMP fast quantitativ zu
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MPSG umgesetzt. In der Lunge, der Niere und dem Colon wurden ebenfalls hohe
katalytische Aktivitaten gefunden. In anschlie®enden Tierversuchen wurden Ratten
mit HMP und MP behandelt. In Urin und Faeces der behandelten Tiere wurde die
Ausscheidung des MPdG und der MPMA anhand synthetisch hergestellter
Referenzsubstanzen mittels LC-MS-MS bestimmt. Ziel des Tierversuchs war, die
Ausscheidung der Substanzen hinsichtlich der Menge und des Ausscheidungs-
zeitraumes zu untersuchen. Bei den mit HMP oder MP behandelten Tieren wurde
weit weniger als 1 % der Dosis als MPMA ausgeschieden. Die Ausscheidung erfolgte
hauptsachlich in den ersten 24 h nach der Applikation. MPdG konnte weder in Urin
noch in Faeces der behandelten Tiere identifiziert werden. Die direkte Applikation
von SMP sollte klaren, in welchem Umfang SMP als MPMA ausgeschieden wurde
und ob in Folge starker DNA-Adduktbildung MPdG ausgeschieden wurde. Insgesamt
wurden weniger als 0,6 % der Dosis als MPMA gefunden. Da es Indizien dafur gab,
dass appliziertes SMP nur begrenzt systemisch verfugbar war, konnte hier nicht
geklart werden, in welchem Umfang in vivo gebildetes SMP als MPMA
ausgeschieden wird. Aufgrund der hohen Effektivitat der GSH-Konjugation ist jedoch
zu vermuten, dass endogen entstandenes SMP zu einem hoheren Anteil in Form von
MPMA ausgeschieden wird als direkt verabreichtes SMP. MPdG wurde nur in sehr

geringen Mengen (weniger als 0,9 ppm der Dosis in 12 h) im Urin gefunden.

Um die Beeinflussbarkeit der genannten Biomarker zu untersuchen und auch ihre
Eignung zu beurteilen, war es notwendig, die Stoffwechselvorgange, die mafigeblich
an der Detoxifizierung beteiligt sind, zu erkennen. Es wurden daher umfassende
Untersuchungen zum Metabolismus des HMP durchgefuhrt. Zur Identifizierung von
renal und biliar ausgeschiedenen Metaboliten wurde zunachst Urin mittels HPLC
getrennt und die HMP-Metaboliten mittels UV- und MS-MS-Detektion identifiziert. Es
wurden Isomere der phenolischen Sulfatester der Pyrencarbonsaure (PCS),
Glucuronsaure-Konjugate der PCS bzw. des HMP sowie freie PCS im Urin von HMP-
behandelten Ratten identifiziert. Ferner gehorten phenolische Sulfatester des HMP
und ringhydroxyliertes HMP ebenfalls ins Metabolitenspektrum des HMP. Zum
quantitativen Vergleich der ausgeschiedenen Metaboliten wurden Urin- und
Faecesproben von “C-HMP behandelten Ratten verwendet. Hierzu wurden 'C-
Faecesextrakte und -Urinproben mittels HPLC mit UV- und Radiodurchflussdetektion

untersucht und die Peaks den zuvor identifizierten Metaboliten zugeordnet. Die
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prozentualen Anteile einzelner Metaboliten an den Gesamtmetaboliten wurden
ermittelt. Mehr als 80 % der Metaboliten wurden in oxidierter Form (PCS, deren
Glucuronsaure-Konjugate, phenolische Sulfatester der PCS) ausgeschieden.
Demnach spielt die Oxidation des HMP zu PCS eine wichtige Rolle bei der

Detoxifizierung und Ausscheidung von HMP.

Aufgrund dessen wurden in vitro mit subzellularen Leberfraktionen die an der
Oxidation von HMP beteiligten Enzyme durch Einsatz diagnostischer Inhibitoren
(Disulfiram, 4-Methylpyrazol und Ethanol) bzw. An- oder Abwesenheit von
Kofaktoren (NAD*/NADP®) eingegrenzt. Dazu wurde unter verschiedenen
Bedingungen die Bildung der PCS mittels HPLC mit Fluoreszenz-Detektion
bestimmt. Es wurde festgestellt, dass das cytosolische Enzym Alkohol-
dehydrogenase (ADH) maldgeblich an der Oxidation des HMP beteiligt war. Ethanol
als kompetitives Substrat der ADH unterdriickte die Oxidation. Zudem wurde neben
dem Einfluss der cytosolischen und mitochondrialen Aldehyddehydrogenasen eine

Beteiligung NAD*-unabhangiger cytosolischer Enzyme festgestellt.

Auf diesen Daten basierend wurden Disulfiram und Ethanol zur Modulation der
detoxifizierenden Oxidation von HMP in vivo bei der Ratte eingesetzt. Die
Veranderungen in der Umsetzung von HMP zu SMP wurden durch die SMP-
Konzentration im Plasma, die DNA-Addukthaufigkeit und die MPMA-Ausscheidung
erfasst. Die Bestimmung der DNA-Addukthaufigkeit erfolgte mittels *P-Postlabelling
und die der SMP-Plasmakonzentration sowie der MPMA-Ausscheidung mittels
HPLC-MS-MS. Wahrend die SMP-Konzentration im Plasma eine direkte Konsequenz
der Toxifizierung darstellt, besitzen die anderen zwei Parameter als indirekte Folge
der Aktivierung einen Biomarker-Charakter. Die Vorbehandlung mit Disulfiram und
Ethanol fihrte zu teilweise starken Erhohungen der SMP-Konzentration im Plasma,
der DNA-Addukthaufigkeit in der Leber und der MPMA-Ausscheidung. Zwar waren
nicht alle Effekte statistisch signifikant, doch durfte dies auf die geringe Zahl der
Tiere, die eingesetzt wurden waren, zurtuckzuflihren sein. Bemerkenswert ist jedoch,
dass bereits eine Dosis von 0,2 g Ethanol/kg Korpermasse zu statistisch
signifikanten Erhdhungen der MPMA-Ausscheidung bei weiblichen Ratten fuhrte.

Hinsichtlich der Fragestellung, ob MPMA und MPdG als Biomarker geeignet sind,
lasst sich folgendes feststellen: MPdG als Vertreter der renal ausgeschiedenen
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Nukleosidaddukte konnte nur in sehr geringer Menge im Urin von SMP-behandelten
Tieren identifiziert werden. Es durfte sich daher nicht als Biomarker flr die Exposition
gegenuber MP/HMP bei Menschen eignen, weil hier mit einer sehr viel niedrigeren
Exposition zu rechnen ist. MPMA ist gut analytisch erfassbar, wirde sich daher als
Biomarker fur eine Belastung durch MP /HMP eignen.
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7. Anhang

Tabelle 7.1 Prozentualer Anteil einzelner Metaboliten an der jeweils in Urin bzw. Faeces
ausgeschiedenen Radioaktivitat sowie daraus resultierender relativer Anteil der jeweiligen Metaboliten
an der in 24 h insgesamt ausgeschiedenen Radioaktivitdt. Es wurde die 24-h-Faeces- und —Urin-
proben von je vier ménnlichen und weiblichen Ratten untersucht. Die Zuordnung der Metaboliten
erfolgt wie beschrieben (3.2.3). Die Bezeichnung der Metaboliten entspricht der Darstellung in
Abbildung 3.12. Der prozentuale Flachenanteil der Metaboliten ergibt sich direkt aus dem jeweiligen
Radiochromatogramm. Der Anteil jeweiliger Metaboliten an der Exkretion Uber Urin bzw. Gber Faeces
ergibt sich aus dem Produkt der prozentualen Peakflache und des Anteils von Urin bzw. Faeces an
der in 24 h ausgeschiedenen Radioaktivitat. Bei den Mannchen wurden jeweils 66,9 %, 96,3%, 49,1 %
und 56,1 %’ der in 24 h ausgeschiedenen Radioaktivitat in Urin und 33,1 %, 3,7 %, 50,9 % und 43,9
%? in Faeces gefunden, wahrend beim Weiblich jeweils 36,3 %, 35,9 %, 38,8 %, 79,0 %> renal und
63,7 %, 64,1 %, 61,2 % und 21,0 %" biliar ausgeschieden wurden. Der Anteil eines Metaboliten an der
in 24 h insgesamt ausgeschiedenen Radioaktivitdt resultiert aus der Summe des jeweiligen

Prozentsatzes in Urin und Faeces. Nicht identifizierte Metaboliten wurde mit n.i. bezeichnet.

Mannchen 1

Metabolit % Peakflache (Pf) % ausgeschiedener Metaboliten
Urin Faeces in Urin in Faeces gesamte
(=% Pf,Urinx (= % Pf, Faeces Exkretionin 24 h
66,9 %' ) x 33,1 %)

1 28,2 n.i. 18,9 0 18,9

2 17,3 n.i. 11,6 0 11,6

3 3,1 n.i. 2,1 0 2,1

4 1,5 n.i. 1,0 0 1,0

5 57 n.i. 3,8 0 3,8

6 n.i. n.i. 0 0 0

7 11,6 26,9 7.7 8,9 16,7

8 19,1 67,3 12,8 22,3 35,0

9 0,9 2,9 0,6 1,0 1,6
Summe 98,9 97,1 66,2 32,1 98,3

Fortsetzung auf der nachsten Seite




126

Anhang

Fortsetzung der Tabelle 1

Mannchen 2

Metabolit % Peakflache (Pf) % ausgeschiedener Metaboliten
Urin Faeces in Urin In Faeces gesamte Exkretion
(=% Pf,Urinx (= % Pf, Faeces in24 h
96,3%") x 3,7 %)
1 30,5 n.i. 29,4 0 29,4
2 19,6 n.i. 18,9 0 18,9
3 3,1 n.i. 3,0 0 3,0
4 1,8 n.i. 1,7 0 1,7
5 1,9 n.i. 1,8 0 1,8
6 n.i. 8,2 0,0 0,3 0,3
7 3,3 20,1 3,2 0,7 3,9
8 30,7 61,6 29,5 2,3 31,8
9 0,7 2,5 0,7 0,1 0,8
10 0,5 57 0,5 0,2 0,7
Summe 91,9 98,1 88,5 3,6 92,2
Méannchen 3
Metabolit % Peakflache (Pf) % ausgeschiedener Metaboliten
Urin Faeces in Urin In Faeces gesamte Exkretion
(=% Pf,Urinx (= % Pf, Faeces in24 h
49,1 %") X 50,9 %)

1 34,31 1,5 16,8 0,8 17,6
2 20,55 n.i. 10,1 0 10,1
3 8,25 n.i. 4,1 0 4,1
4 4,16 1,3 2,0 0,6 2,7
5 3,18 1,3 1,6 0,7 2,2
6 n.i. 4,2 0 2,1 2,1
7 14,74 19,7 7,2 10,0 17,3
8 10,25 48,4 5,0 24,6 29,7
9 n.i. 2,5 0 1,3 1,3
10 n.i. 14,2 0 7,2 7,2
Summe 95,4 93,1 46,9 47,4 94,2

Fortsetzung auf der nachsten Seite
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Fortsetzung der Tabelle 1

Mannchen 4

Metabolit % Peakflache (Pf) % ausgeschiedener Metaboliten
Urin Faeces in Urin in Faeces gesamte
(=% Pf,Urinx (= % Pf, Faeces x Exkretionin 24 h
56,1 %") 43,9 %°)
1 36,2 2,0 20,3 0,9 21,2
2 12,5 1,8 7,0 0,8 7,8
3 3.4 n.i. 1,9 0 1,9
4 1,8 n.i. 1,0 0 1,0
5 7,8 0,8 4.4 0,3 4,7
6 n.i. 2,1 0,0 0,9 0,9
7 7,8 19,9 4.4 8,7 13,1
8 13,6 30,7 7,6 13,5 21,1
9 n.i. 5,1 0 2,2 2,2
10 n.i. 27,8 0 12,2 12,2
Summe 83,1 90,1 46,6 39,5 86,2
Weibchen 1
Metabolit % Peakflache (Pf) % ausgeschiedener Metaboliten
Urin Faeces in Urin in Faeces gesamte
(=% Pf,Urinx (= % Pf, Faeces x Exkretionin 24 h
36,3 %) 63,7 %" )
1 33,3 1,2 12,1 0,8 12,9
2 37,3 n.i. 13,5 0 13,5
3 n.i. 1,9 0 1,2 1,2
4 3,4 n.i. 1,2 0 1,2
5 3.4 n.i. 1,2 0 1,2
6 8,0 4,6 2,9 2,9 5,8
7 12,2 27,6 4.4 17,6 22,0
8 2,4 37,1 0,9 23,7 24,5
9 n.i. 2,0 0 1,3 1,3
10 n.i. 15,4 0 9,8 9,8
Summe 100,0 89,8 36,3 57,2 93,5

Fortsetzung auf der nachsten Seite
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Fortsetzung der Tabelle 1
Weibchen 2
Metabolit % Peakflache (Pf) % ausgeschiedener Metaboliten
Urin Faeces in Urin in Faeces gesamte
(=% Pf, Urinx (= % Pf, Faeces x Exkretionin 24 h
35,9 %°) 64,1 %"
1 34,6 n.i. 12,4 0 12,4
2 17,0 1,8 6,1 1,1 7,2
3 3,6 n.i. 1,3 0 1,3
4 0,7 n.i. 0,3 0 0,3
5 6,4 1,4 2,3 0,9 3,2
6 n.i. 7.1 0 4,6 4,6
7 12,9 24,5 4,6 15,7 20,3
8 15,5 50,9 5,6 32,6 38,2
9 n.i. 6,2 0 3,9 3,9
10 n.i. 3.4 0 22 22
Summe 90,8 95,2 32,6 61,0 93,6
Weibchen 3
Metabolit % Peakflache (Pf) % ausgeschiedener Metaboliten
Urin Faeces in Urin in Faeces gesamte
(=% Pf, Urinx (= % Pf, Faeces x Exkretionin 24 h
38,8 %°) 61,2 %"
1 259 n.i. 10,1 0 10,1
2 20,2 2,0 7,8 1,2 9,1
3 3,0 n.i. 1,2 0 1,2
4 2,5 n.i. 1,0 0 1,0
5 5,0 0,7 1,9 0,5 24
6 n.i. 10,3 0,0 6,3 6,3
7 9,0 22,0 3,5 13,5 17,0
8 24,3 51,0 9,4 31,2 40,6
9 0,6 3,7 0,2 2,3 2,5
10 n.i. 2,7 0 1,6 1,6
Summe 90,5 92,3 35,1 56,5 91,6

Fortsetzung auf der nachsten Seite
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Fortsetzung der Tabelle 1

Weibchen 4
Metabolit % Peakflache (Pf) % ausgeschiedener Metaboliten
Urin Faeces in Urin in Faeces gesamte
(=% Pf,Urinx (= % Pf, Faeces Exkretionin 24 h
79 %°) x 21 %%
1 29,7 1,6 23,4 0,3 23,8
2 18,3 1,3 14,5 0,3 14,7
3 7,8 n.i. 6,2 0 6,2
4 1,6 n.i. 1,2 0 1,2
5 n.i. 3,9 0,0 0,8 0,8
6 8,7 18,2 6,9 3,8 10,7
7 55 2,5 4,3 0,5 4,9
8 22,8 54,9 18,0 11,5 29,6
9 n.i. n.i. 0 0 0
10 n.i. 3,3 0 0,7 0,7
Summe 94,3 85,6 74,5 18,0 92,5
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Tabelle 7.2 Zeitkurve der renalen Ausscheidung von MPMA in Ratten nach Applikation von
HMP. Je drei weibliche Ratten (F1, F2, F3) und mannliche Ratten (M1, M2, M3) bekamen einmalig 1-
HMP (250 umol/kg KM, i.p.) appliziert. Der Zeitpunkt der Behandlung wurde als 0 h bezeichnet. 16 h

vor der Applikation wurden die Tiere in Stoffwechselkafige gesetzt. Der bis zum Zeitpunkt 0 h

gesammelte Urin diente als Kontrolle. Die Urinentnahme nach der Applikation wurde in den gezeigten

Zeitintervallen vorgenommen.

Sammelperiode (h) — MPMA in Urin . )
nmol/g Kreatinin % Dosis x 10
Weibchen F1 F2 F3 F1 F2 F3
(-16) - 0 <10° <10¢ <10° -b _b _b
0-3 1558 159 1254 36 1 5
3-6 -2 -2 5661 0 0 12
6-9 8368 -2 32560 429 0 580
9-12 5696 7175 5086 203 262 243
12 - 24 474 3071 4083 128 122 278
24 - 48 43 1027 1531 38 37 337
50-48 -° P P 834 422 1455
5 48 - 168 -P - -° 23 1 355
Mannchen M1 M2 M3 M1 M2 M3
(-16) -0 <10° <10° <10° b =P =P
0-15 184 306 209 2 3 2
15-3 691 178 -e 9 2 0
3-6 3437 45 34 49 1 5
6-9 324 <13 454 6 <05 12
9-12 2593 <11 252 48 <05 5
12 - 24 562 59 83 83 8 7
24 - 48 139 40 101 21 5 15
50-48 -° P P 218 19 46
> 48 - 168 -° -° P 24 13 27

keine Urinausscheidung in der genannten Sammelperiode.

nicht anwendbar.

unter dem Detektionslimit.
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Tabelle 7.3 Ausscheidung von MPMA in Faeces von Ratten nach einmaliger Applikation mit
HMP. Die Daten beziehen sich auf die selben Tiere wie in Tabelle 4.

Sammel- MPMA in Faeces
periode (h) nmol % Dosis x 10°
weiblich F1 F2 F3 F1 F2 F3
0-24 8,4 3,2 3,8 233 74 112
24 - 48 57 2,8 3,0 158 65 88
mannlich M1 M2 M3 M1 M2 M3
0-24 13,2 0,8 7,6 264 18 116
24 - 48 4,3 <0,3° 3,1 87 <7° 47
48 -72 24 <0,2° 0,5 49 <5° 8
72-96 <0,7° <0,4° <0,4° <142 <8*® <6°

Detektionslimit

Tabelle 7.4 Die Gesamtausscheidung von MPMA innerhalb 48 nach HMP-Applikation. Die
Daten beziehen sich auf die selben Tiere wie in Tabellen 2 und 3. Beim Tier M2 lag die Ausscheidung
der MPMA in Faeces zwischen 24 und 48 h unter dem Detektionslimit von 0,3 nmol.

MPMA (nmol)

weiblich F1 F2 F3
Urin 29,8 17,9 491

Faeces 14,1 6,0 6,8

Summe 43,9 23,9 55,9
Anteil Faeces 32 % 25 % 12 %

mannlich M1 M2 M3
Urin 10,9 0,9 3,0

Faeces 17,5 0,8-1,1 10,7

Summe 28,4 1,7-2,0 13,7

Anteil Faeces 62 % 47 -55 % 78 %
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Tabelle 7.5 Ausscheidung von MPMA in Urin von Ratten nach einmaliger Applikation von MP.
Drei mannliche Ratten (M-MP1, M-MP2, M-MP3) wurde mit MP (250 pmol/kg KM, i.p.) behandelt. Der
Zeitpunkt der Behandlung wurde als 0 h bezeichnet. 16 h vor der Applikation wurden die Tiere in die
Stoffwechselkafige gesetzt. Der bis zum Zeitpunkt 0 h gesammelte Urin diente als Kontrolle. Die

Urinentnahme nach der Applikation wurde in den gezeigten Zeitraumen vorgenommen.

Sammel- MPMA in Urin

periode (h) nmol/g Kreatinin % Dosis x 10*
M-MP1 M-MP2 M-MP3 M-MP1 M-MP2 M-MP3
(-16) - 0 <10° <10° <10° b b -b
0-3 118 82 567 1,0 2,3 5,9
3-6 270 417 444 3,0 6,9 6,1
6-9 298 416 1349 11,2 7,8 441
9-12 167 479 2153 2,1 5,2 49,8
12 - 24 74 182 433 0,8 0,8 45
24 - 48 <10° 246 394 2P 0,9 3,4
Summe =P =P -P 18,1 23,9 113,7

Detektionslimit

nicht anwendbar.
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Tabelle 7.6 Zeitkurve der renal ausgeschiedenen MPMA in weiblichen Ratten nach Applikation
von SMP. Zwei weibliche Ratten (Tier 1 und 2) wurden mit SMP (250 uymol/kg KM, i.p.) behandelt.
Der Zeitpunkt der Behandlung wurde als 0 h bezeichnet. 16 h vor der Applikation wurden die Tiere in
Stoffwechselkafige gesetzt. Der bis zum Zeitpunkt 0 h gesammelte Urin diente als Kontrollurin. Die

Urinentnahme nach der Applikation wurde in den gezeigten Zeitintervallen vorgenommen.

MPMA im Urin
Sammelperiode (h) _ i .
nmol/g Kreatinin % Dosis x 10
Tier 1 Tier 2 Tier 1 Tier 2
(-16)-0 <10 <10 -2 -2
0-1,5 15987 936 163
1,5-3 70993 488 786
3-6 120794 25439 2677 575
6-9 53737 2908 1007 38
9-12 35962 730 710 19
12-24 13430 8351 650 513
24-48 993 1224 147 158
Ab 48 -2 -2 9° 102°
(kumulativ)
Gesamt = = 6149 1414

nicht anwendbar
b Tier 1 und Tier 2 starben 72 h bzw. 144 h nach Applikation
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Tabelle 7.7 SMP-Plasmakonzentration nach Behandlung mit HMP. Pro Gruppe vier bis acht
Ratten bekamen eine einmalige i.p. Injektion von HMP (250 ymol / kg KM). Die Disulfiram- und die
Ethanolgruppen wurden entsprechend vorbehandelt (Abschnitt 2.4.6). Die Tiere wurden 3 h nach der
HMP-Applikation durch Dekapitation getdtet. Plasmaproben stammten vom Toétungszeitpunkt. Jeder
Wert stellt ein Tier dar.

1-SMP Plasmakonzentration (uM)

Kontrolle Disulfiram Ethanol
Weiblich 0,24 0,68 0,29
0,19 0,62 0,50
0,14 0,50 0,07
0,50 0,59 0,10
Mittelwert + S.D. 0,27 £ 0,16 0,62 + 0,09 0,24 £ 0,20
Mannlich 0,53 4,08 1,62
0,74 4,60 0,68
0,18 0,12 0,59
0,26 0,38 2,26
0,84
0,67
8,24
1,76

Mittelwert + S.D. 0,43 + 0,26 2,59 +2.84 1,26 £ 0,79
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Tabelle 7.8 Beeinflussbarkeit der DNA-Addukthaufigkeit in der Leber nach der HMP-
Behandlung. Pro Gruppe vier bis acht Ratten bekamen eine einmalige i.p. Injektion von HMP (250
pmol / kg KM). Die Disulfiram- und Ethanolgruppen wurden entsprechend vorbehandelt (Abschnitt
2.4.6). Die Tiere wurden 3 h bzw. 24 h nach der HMP-Applikation durch Dekapitation getdtet. Die
Leber wurde sofort entnommen und bis zum Untersuchungszeitpunkt bei —80 °C aufbewahrt. Jeder
Wert stellt ein Tier dar.

Addukte / 10° Nukleotide

Kontrolle Disulfiram Ethanol
3h Weiblich 113 368 57
74 341 249
15 280 12
224 503 32
Mittelwert £ SD 94 + 28 37394 88 + 109
Mannlich 280 1820 3870
158 1970 215
250 151 1504
145 17 2927
263
136
6087
2315
Mittelwert £ SD 208 + 67 1595 + 2048 2129 + 1604
24 h Weiblich 21 23 82
15 32 52
19 77 45
11 4 77
Mittelwert £ S.D. 17+4 34 + 31 64 +18
Mannlich 39 595 19
72 56 362
183 81 736
101 367 715

Mittelwert + S.D. 99 + 62 275 + 256 458 + 339
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Tabelle 7.9 Beeinflussbarkeit der MPMA-Ausscheidung in Urin und Faeces nach Applikation

von HMP. Pro Gruppe vier Ratten bekamen eine einmalige i.p. Injektion von HMP (250 umol/kg KM).

Die Disulfiram- und Ethanolgruppen wurden entsprechend vorbehandelt (Abschnitt 6.4.6). Die Tiere

wurden 16 h vor und unmittelbar nach der HMP-Applikation in Stoffwechselkafigen gehalten, Urin- und

Faecesproben wurden gesammelt und auf MPMA-Ausscheidung untersucht. Jeder Wert stellt ein Tier

dar. In einer Zeile stehende Urin- und Faeceswerte stammen vom gleichen Tier.

MPMA (nmol)
Urin Faeces Urin + Faeces Mittelwert £ S.D.
Weiblich Kontrolle 18 71 25,0 28,3+5,2

19,8 6,1 259
324 3,6 36,0
21,6 4,6 26,2

Disulfiram 27,8 75 35,4 42,2 +10,8
36,1 4,2 40,4
56,2 1,8 58,0
21,5 13,5 35,0

Ethanol 128,2 9,9 138,1 90,0 £+ 42,1
103,5 8,6 112,1
48,2 10,3 58,5
37,8 13,3 51,1

Mannlich Kontrolle 3,2 3,8 7,0 10,8 + 10,2

5,7 19,4 25,1
1,4 0,48 1,9
5,9 1,2 71

Mit Disulfiram 3,1 0,2 3,3 28,5+24,8
13,9 0,1 14,0
16,2 42,4 58,6
6,1 32,2 38,3

Mit Ethanol 3,0 11,5 14,5 51,0 + 66,8
20,9 6,5 27,4
119,9 30,7 150,6
8,9 2,6 11,5
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Abbildung 7.1 MPSG-Bildung in Abhangigkeit von der Proteinkonzentration. Hierzu wurde Cytosol (0,01 bis 2 mg Protein) ad 445 pl Phosphatpuffer (10 mM,
pH 7,4) und 50 yl GSH (10 mM in Phosphatpuffer, unter Argon) vorgelegt. Nach einmintiger Vorinkubation bei 37 °C wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 pli
SMP (10 mM in DMSO) gestartet. Die Inkubationszeit betrug 10 min. Die Angabe sind abzlglich der Werte, welche aus Inkubationen mit entsprechenden

Proteinmengen jedoch ohne den Zusatz des GSH ermittelt wurden.
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Abbildung 7.2 Zusammenhang zwischen MPMA-Ausscheidung (Tab. 8) und DNA-Adduktlevel in der
Leber (Tab. 9) in weiblichen Ratten. Die MPMA-Ausscheidung ergibt sich aus der Gesamtexkretion

Uber Urin und Faeces innerhalb von 24 h. Die Punkte beziehen sich auf einzelne Tiere (e Kontrolle,

A Ethanol, B Disulfiram)
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Abbildung 7.3 Zusammenhang zwischen MPMA-Ausscheidung (Tab. 8) und DNA-Adduktlevel in der
Leber (Tab. 7) in mannlichen Ratten. Die MPMA-Ausscheidung ergibt sich aus der Gesamtexkretion

Uber Urin und Faeces innerhalb von 24 h. Die Punkte beziehen sich auf einzelne Tiere (e Kontrolle,

A Ethanol, m Disulfiram).
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