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Zusammenfassung

Die Toxizitdt und Kanzerogenitit von rein aromatischen polyzyklischen aromatischen
Kohlenwasserstoffen (PAK) ist seit Jahrzehnten bekannt und umfassend erforscht. Den
alkylierten PAK (alkPAK) wurde bisher jedoch nur wenig Aufmerksamkeit geschenkt.
Im Vergleich zu den rein aromatischen PAK besitzen sie aufgrund ihrer Alkylgruppe
eine weitere Moglichkeit zur Bioaktivierung und miissen daher gesondert betrachtet
werden. Die Alkylgruppe wird im Organismus zundchst hydroxyliert, anschliefiend
zur Sdure oxidiert oder direkt konjugiert. Entstehen hierbei instabile benzylische Sul-
fokonjugate, so konnen diese DNA-Addukte bilden und zu Mutationen fiihren.

In Hinblick auf die Bioaktivierung von alkPAK galt es daher zu kldaren welchen
Einfluss unterschiedliche Positionen und Arten der Alkylgruppe sowie unterschiedli-
che Ringsysteme auf die benzylische Hydroxylierung haben. Daher wurde eine Aus-
wahl an zwolf Testsubstanzen getroffen und deren benzylische Hydroxylierung durch
verschiedene Arten von Mikrosomen sowie verschiedene humane Cytochrome P450
verglichen. Des Weiteren wurde untersucht, welche humanen Formen der 16slichen
Sulfotransferasen besonders an der Umsetzung der alkPAK-Derivate beteiligt sind.
Die Untersuchung der Albuminbindung von 2-Sulfoxymethylpyren sowie die Aufnah-
me von Schwefelsdureestern in Nierenzellen sollten Aufschluss hinsichtlich moglicher
Transportvorgdnge geben, die fiir die Lokalisation der Toxizitdt in vivo wichtig sind.
Fiir die in-vivo-Situation wurde weiterhin die Modulation des Metabolismus ausge-
wihlter benzylischer Alkohole durch verschiedene Nahrungsmittelbestandteile, Arz-
neimittel und Fremdstoffe an Ratten untersucht. Als Biomarker zur Beurteilung der
Interaktion der Modulatoren mit Enzymen, die am Metabolismus der alkPAK beteiligt
sind, wurden benzylische Carbonsduren im Urin und die entsprechenden Mercaptur-
sduren in Urin und Fazes betrachtet.

Zunichst wurde anhand von Inkubationen mit Rattenlebermikrosomen festgestellt,
dass insbesondere Methylpyrene mit einer Methylgruppe in Position 1 bevorzugt ben-
zylisch hydroxyliert werden. Alkylgruppen in anderen Positionen sowie grofsere Ring-
systeme wie etwa 2-Methylpyren bzw. alkylierte Benzo[a]pyrene wurden hingegen
in wesentlich geringerem Umfang zum benzylischen Alkohol umgesetzt. Dies wur-
de auch in Untersuchungen mit humanen Lebermikrosomen bestatigt, die zum Teil
alkPAK mit grofieren aromatischen Ringsystemen gar nicht messbar umsetzten.
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Zusammenfassung

Untersuchungen an einzelnen humanen Cytochromen P450 zeigten, dass insbe-
sondere die durch PAK induzierbaren Formen hCYP1Al und 1B1 hohe Umsatz-
raten fiir Methyl- und Ethylpyrene aufwiesen. Die hepatisch exprimierten Formen
hCYP1A2 und 3A4 waren jedoch auch zur Bildung der benzylischen Alkohole in der
Lage.Aufgrund der Enzymexpression und der guten Durchblutung, die eine gute Sub-
stratversorgung ermoglicht, ist die Leber als Hauptort der benzylischen Hydroxylie-
rung anzusehen.

Fiir die anschlieffende Sulfonierung der benzylischen Alkohole wurden besonders
hohe Aktivitaten mit den humanen Sulfotransferasen hSULT1A1, 1A2, 1C2 und 1E1
festgestellt. Aufgrund der Enzymausstattung konnen neben der Leber auch Lunge,
Nieren, Mamma, Endometrium und Jejunum als Orte der Sulfonierung sein. Zur Ab-
schiatzung der in-vivo-Situation muss zusédtzlich noch die Versorgung mit Substrat
und Co-Substrat betrachtet werden. Diese ist aufgrund der hohen Durchblutungsrate
sowie der Expression von Cytochromen P450 und PAPS-Synthase 2 in der Leber opti-
mal. Daher kann davon ausgegangen werden, dass die Leber ein Hauptorgan fiir die
Sulfonierung darstellt.

Die Organe, in denen die Sulfonierung stattfindet, sind jedoch nicht zwangsldu-
tig Zielorgane der Toxizitdt der Schwefelsdureester. Ergebnisse unserer Arbeitsgrup-
pe zeigen, dass nach 1-Hydroxymethylpyren-Applikation bei Ratten die Niere die
hochste Zahl an DNA-Addukten aufweist, obwohl die Sulfonierung aufgrund der
Enzymexpression auf die Leber fokussiert ist. Einzig plausible Erklarung hierfiir ist
die systemische Verteilung der Schwefelsdureester. So wurde im Rahmen dieser Ar-
beit eine hochaffine Bindungsstelle fiir 2-Sulfoxymethylpyren an Albumin beschrieben
(Kp = 0,059 - 1076 M). Des Weiteren wurde die Aufnahme von benzylischen Sulfaten
der alkPAK in Nierenzellen, die humane organische Anionentransporter exprimieren,
in vitro untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Transport durch die orga-
nischen Anionentransporter hOAT1, 3 und 4 vermittelt wurde. Experimente mit und
ohne Albuminzugabe zeigten, dass lediglich nicht albumingebundenes Sulfat von den
Transportern aufgenommen wurde. Diese Transportvorgange konnen die hohen DNA-
Adduktzahlen den Nieren der behandelten Ratten erkladren.

Fiir die in-vivo-Situation wurde der Einfluss von Ethanol, 4-Methylpyrazol, Penta-
chlorphenol, Quercetin und Disulfiram auf Enzyme, die am Metabolismus der alk-
PAK beteiligt sind, untersucht. Diese Effekte lassen sich anhand von Metaboliten-
analysen nach Exposition gegeniiber alkPAK nachweisen. Die renal ausgeschiedenen
Metaboliten von 1-Hydroxymethylpyren und 1-Hydroxymethyl-8-methylpyren wur-
de in beiden Fillen von den entsprechenden Carbonsduren 1-Pyrenylcarbonsdure und
x-Hydroxy-8-methyl-1-pyrenylcarbonsdure dominiert (30 bzw. 66 % bezogen auf alle
Metaboliten mit Pyrenchromophor). Fiir 1-Hydroxymethylpyren konnte auch noch ein
phenolischer Schwefelsdureester der 1-Pyrenylcarbonsédure als weiterer Metabolit be-
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schrieben werden (35 % bezogen auf alle Metaboliten mit Pyrenchromophor).

Neben der durch die Detoxifizierung mittels Alkoholdehydrogenase und Aldehyd-
dehydrogenase entstandenen benzylischen Carbonsdure kann als Biomarker die ent-
sprechende Mercaptursdure herangezogen werden. Sie wird durch Glutathionkonjuga-
tion und anschlieffende weitere Prozessierung aus den Schwefelsdureestern gebildet
und ist somit ein indirekter Nachweis fiir die reaktiven und toxischen benzylischen
Sulfate der alkPAK. Fiir die beiden im Tierversuch eingesetzten benzylischen Alkoho-
le konnte sie in Urin und Féazes nachgewiesen werden. Es wurde jedoch ein deutlicher
Unterschied in der gebildeten Menge sowie der Verteilung zwischen Urin und Fazes
fur die beiden Mercaptursduren festgestellt. So entsprach die ausgeschiedene Men-
ge an 1,8-Dimethylpyrenylmercaptursdure (17 ppm der Dosis) lediglich einem Zehntel
der 1-Methylpyrenylmercaptursdaure-Menge (177 ppm der Dosis) und ist im Gegensatz
zu dieser hauptsdchlich auf die Fazes fokussiert (90 % gegentiber 30 %). Hierfiir sind
wahrscheinlich Unterschiede im Transport der benzylischen Schwefelsdureester sowie
der Spezifitdt der an der Mercaptursdurebildung beteiligten Enzyme verantwortlich.
Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass der humane organische Anionen-
transporter hOAT1 1,8-Dimethylpyrenmercaptursdure nicht und der hOAT3 nur mit
niedrigen Umsatzraten transportiert. Aufgrund der hohen Aminosdureidentitiat von
Mensch und Ratte bei diesen Transportern ist es moglich, dass dieser Effekt die Unter-
schiede in der Verteilung zwischen Urin und Fizes bei der Ratte zum Teil erklart.

Im Tierversuch an Ratten zeigte sich nach 1-Hydroxymethyl-8-methylpyren-Appli-
kation und gleichzeitiger Gabe der kompetitiven Alkoholdehydrogenase-Hemmstoffe
Ethanol und 4-Methylpyrazol die Bedeutung der Alkoholdehydrogenasen fiir die Ent-
giftung der benzylischen Alkohole. Die Oxidation zur entsprechenden Carbonsdure
war in diesen Fallen reduziert (auf 44 bzw. 38 % der Kontrolle) und gleichzeitig die Bil-
dung der Mercaptursdure erhtht (10600 bzw. 1300 % der Kontrolle). Eine Hemmung
der Toxifizierung vermittelt durch Sulfotransferase-Inhibitoren konnte nur fiir Penta-
chlorphenol beim Metabolismus des 1-Hydroxymethylpyrens beobachtet werden. So-
wohl die Kombination von Pentachlorphenol und 1-Hydroxymethyl-8-methylpyren
und der Einsatz von Quercetin als Sulfotransferase-Inhibitor mit beiden benzylischen
Alkoholen zeigte keine signifikanten Effekte. Dies ist hochstwahrscheinlich auf unter-
schiedliche Enzymaffinitdten sowie die geringe Bioverfiigbarkeit von unverdndertem
Quercetin zuriickzufiihren. Pentachlorphenol erwies sich auch als kompetitiver Al-
koholdehydrogenase-Inhibitor, da in vivo fiir 1-Hydroxymethylpyren eine signifikant
geminderte Carbonsdureausscheidung zu beobachten war (9 % der Kontrolle). Bei 1-
Hydroxymethyl-8-methylpyren trat diese Inhibition vermutlich aufgrund der hoheren
katalytischen Effizienz der Alkoholdehydrogenase fiir den Umsatz dieses Alkohols
nicht auf.

In Hinblick auf die humane Situation ist zundchst festzustellen, dass eine Exposi-
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tion gegeniiber alkPAK im Bereich von einigen pg pro Tag in Abhdngigkeit von den
individuellen Lebensverhiltnissen als gesichert angesehen werden kann. Die hier im
Tierversuch eingesetzte Dosis von 19mg/kg KM liegt jedoch ca. 100 000-fach hoher
und bezieht sich bereits auf eine metabolische Zwischenstufe, den benzylischen Alko-
hol. Da in diesem Fall bereits nur wenige ppm der Dosis als Mercaptursdure ausge-
schieden werden, ist die Eignung dieses Metaboliten als Biomarker fiir die menschli-
che Exposition fraglich. Beziiglich der Ergebnisse der hier eingesetzten Modulatoren
ist insbesondere Ethanol fiir die humane Alltagssituation dennoch von Interesse. Die
kompetitive Hemmung der ADH-vermittelten Detoxifizierung der alkPAK kénnte eine
Erklarung fiir den vielfach diskutierten indirekten kanzerogenen Effekt des Ethanols
sein.



Summary

The toxicity and carcinogenicity of purely aromatic polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAH) is known for decades and has been thoroughly investigated. In contrast, less
attention has been paid to the alkylated PAH (alkPAH). Compared to the purely aro-
matic PAH the alkPAH exhibit an additional possibility for biological activation due
to their alcyl group. The alcyl group is hydroxylated and subsequently oxidised to the
corresponding acid or conjugated. If unstable benzylic sulfoconjugates arise from this
metabolism, DNA adducts may be formed and can induce mutations.

Concering the bioactivation of alkPAH this work should help to learn which in-
fluence different positions and kind of alkyl substituent and different kind of ring
systems have on the benzylic hydroxylation. For this purpose a set of twelve test
compounds was selected and their benzylic hydroxylation was compared for different
types of liver microsomes and human cytochromes P450. Furthermore it was analysed
which forms of soluble human sulfotransferases catalyse the sulfonation of benzylic
alcohols. Regarding the localisation of toxic effects in vivo transport processes are of
importance. Therefore the albumin binding of 2-sulfoxymethylpyrene and the uptake
of sulfuric acid esters into kidney cells by human organic anion transporters have been
analysed. For the in-vivo-situation the modulation of enzyme activities by food com-
pounds, pharmaceuticals and xenobiotics is of interest. To assess these interactions
with the metabolism of alkPAH the respective benzylic carboxylic acid in urine and
mercapturic acid in urine and feces were measured.

Regarding the influence of the position of the alkyl group, it turned out by the use
of incubations with rat liver microsomes that methylpyrenes having a methyl group
at position 1 were preferentially hydroxylated to benzylic alcohols. Alkyl groups at
other positions as well as compounds with larger ring systems (e.g. 2-methylpyrene,
benzo[a]pyrenes) were benzylically hydroxylated to a remarkably less extent. For
larger ring systems this observation was also made with incubations of human liver
microsomes as some of these compounds did not show any formation of benzylic
alcohol at all.

In vitro experiments addressing the activity of single human cytochromes P450 re-
vealed that PAH-inducable forms hCYP1A1 and 1B1 had highest hydroxylation rates
for methyl- and ethylpyrenes. However also the hepatically expressed forms hCYP3A4
and CYP1A2 catalysed the benzylic hydroxylation. Due to the enzyme expression and
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the high blood circluation ensuring the substrate supply it can be suspected that liver
is the main organ where benzylic hydroxylation takes place.

The subsequently following sulfonation of the benzylic alcohols was catalysed with
high rates by human sulfotransferases hSULT1A1, 1A2, 1C2 and 1E1. These enzymes
can be found in several organs like liver, lung, kidneys, mamma, endometrium and
jejunum. In order to assess the site of this bioactivation additionally the supply with
substrate and cofactor has to be considered. Thus the pressence of cytochromes P450
and PAPS synthase II as well as the high blood circulation suggest the liver as main
organ for benzylic sulfonation in man.

These assumptions do not necessarily mean that organs in which benzylic sulfona-
tion takes place are also the major target organs for the toxic effect of the sulfuric acid
esters. MaA showed that after 1-hydroxy methyl pyrene exposure, rats had higher levels
of DNA adducts in kidneys than in liver, although hydroxylation and sulfonation of
alkPAK is more or less limited to the latter. In the course of this work a high affinity
albumin binding site for 2-sulfoxymethylpyrene was identified (Kp = 0,059 - 10-° M).
Furthermore, the uptake of sulfuric acid esters into cells expressing human organic an-
ion transportes was analysed in vitro. This transport was mediated by human organic
anion tranporters 1, 3 and 4. The addition of albumin to the incubations revealed that
only the free concentration of sulfuric acid esters was taken up by these transporters.
These findings support the hypothesis that the sulfates formed in liver are transported
to the kidneys and thus may explain the results of Ma described above.

For the further estimation of the in vivo bioactivation of alkPAH the modula-
tion of enzyme activities by ethanol, 4-methylpyrazole, quercetin, pentachlorophe-
nol and disulfiram was explored. Those effects were assessed by metabolite analy-
sis after alkPAH exposition with and without concurrent modulator exposition. The
renally excreted metabolites after 1-hydroxymethylpyrene and 1-hydroxymethyl-8-
methylpyrene treatment of rats showed the corresponding benzylic carboxylic acids
as major metabolites (30 and 66 % of metabolites with pyrene chromophore in a 24h
urine sample). A phenolic sulfuric acid ester of the 1-pyrenyl carboxylic acid was
described as a second predominant metabolite for urine samples of 1-hydroxymethyl
pyrene treated rats (35 % of metabolites with pyrene chromophore in a 24 h urine sam-
ple).

These carboxylic acids formed via alcohol dehydrogenase and aldehyde dehydro-
genase may be used as biomarkers as well as the mercapturic acids originated from
glutathione conjugates of the benzylic sulfuric acid esters. The occurence of these mer-
capturic acids is an indirect proof for the reactive and toxic benzylic sulfo conjugates.
In the urine and fecal samples of rats treated with either 1-hydroxymethylpyrene or
1-hydroxymethyl-8-methylpyrene the corresponding benzylic mercapturic acids were
found, even though the absolute amount excreted and the distribution in urine and
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fecal samples were quite different. The amount of 1,8-dimethylpyrenyl mercapturic
acid found was about 17 ppm of the applied dose of 1-hydroxymethyl-8-methylpyrene,
whereas the amount of the overall excreted 1-methylpyrenyl mercapturic acid was
177 ppm of the applied dose of 1-hydroxymethylpyrene and thus 10 times higher. The
later mercapturic acid was predominantly excreted via urine (70 %) but the excretion
of 1,8-dimethylpyrenyl mercapturic acid was focused to feces (90 %). This observa-
tion may be explained by differences in transport of the sulfuric acid esters as well as
by different specificities of the enzymes responsable for mercapturic acid formation.
Additionally it was shown that the human organic anion transporter 1 does not trans-
port 1,8-dimethylpyrenyl mercapturic acid and the human organic anion transporter 3
only with very little turnover, whereas 1-methylpyrenyl mercapturic acid was well
transported by both transporters. The high structural similarity between human and
rat organic anion transporters supports the hypothesis that the observed difference of
transport specificity in vitro can be transferred to the in-vivo-situation in rats.

The concurrent application of 1-hydroxymethyl-8-methylpyrene and ethanol or 4-
methylpyrazole to rats revealed the important role of alcohol dehydrogenase for the
detoxification of benzylic alcohols. The formation of the corresponding carboxylic
acid was remarkably reduced. Compared to the controls only 44 and 38 % of the
carboxylic acid was found in urine of ethanol and 4-methylpyrazole co-treated rats,
respectively. Whereas the co-treatment with ethanol and 4-methylpyrazole increased
the total excretion of the mercapturic acid to 10600 and 1300 % of the controls.

In order to observe an inhibition of sulfotransferases pentachlorophenol and querce-
tine were concurrently applied to rats treated with either 1-hydroxymethylpyrene or
1-hydroxymethyl-8-methylpyrene. An inhibitory effect by means of reduced excre-
tion of mercapturic acid was only observed for pentachlorophenol in animals treated
with 1-hydroxymethylpyrene. These differences may be ascribed to different enzy-
matic affinities and in the case of quercetin to the low bioavailability of unmetabolised
substance. In addition it turned out that pentachlorophenol was a potent competitive
alcohol dehydrogenase inhibitor as the renal excretion of the corresponding carboxylic
acid of 1-hydroxymethylpyrene was reduced to 9 % compared to control samples. For
1-hydroxymethyl-8-methylpyrene this modulation was not observed most probably
due to a higher catalytic efficiency of alcohol dehydrogenase for the oxidation of this
benzylic alcohol.

Regarding the human situation it has to be taken into account that human exposure
to alkPAH is estimated to some pg per day depending on the individual lifestyle.
The doses of benzylic alcohols, already metabolites of alkPAH, applied in the animal
experiments here were 19 mg/kg bodyweight and thus about 100 000 times higher than
human exposure to alkPAH. As the amouts of mercapturic acids of the corresponding
sulfo conjugates were only a few ppm of the doses applied, it is questionalbe whether
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this metabolite could serve as general biomaker of human exposure.

With regard to the modulation of the metabolism of alkPAH especially the effects
observed with ethanol may be of relevance for the human situation. The competitive
inhibition of alcohol dehydrogenase mediated detoxification of alkPAH may be one
explanation for the often discussed indirect carcinogenic effect of ethanol.

xiv



1 Einleitung

Die Bioaktivierung, Mutagenitdt und Kanzerogenitit von polyzyklischen aromati-
schen Kohlenwasserstoffen (PAK) ist bereits ausfiihrlich beschrieben worden. Wah-
rend dabei rein aromatische Verbindungen im Vordergrund standen, gilt das Augen-
merk in dieser Arbeit der Bioaktivierung ausgewdhlter alkylierter PAK (alkPAK).

In der Literatur gibt es einige Hinweise dazu, dass die alkPAK durchaus von Be-
deutung sind. So kann nach einer Abschitzung von [Hoffmann und Wynder (1971)
das kanzerogene Potential eines PAK-haltigen Zigarettenkondensats nur zu 1-3 % mit
der Wirkung der enthaltenen rein aromatischen PAK erkldrt werden. Weiterhin fithren
Mumford u.a.[(1995) die fiinffach erhohte Mortalitdt durch Lungenkrebs in Xuan Wei
(China) auf eine fiinf bis zehnfach hohere Exposition gegeniiber mono-alkylierten PAK
zuriick.

Die Besonderheit der alkPAK ist die Tatsache, dass sie iiber die Alkylgruppe einen
weiteren Angriffspunkt fiir den Fremdstoffmetabolismus bieten: Nach einer Hydroxy-
lierung und Sulfonierung entstehen benzylische Schwefelsdureester, die unter Umstan-
den sehr reaktiv sind. Bei Pyren ermoglicht beispielsweise erst die Alkylierung eine
kanzerogene Aktivierung (Rice u. a., [1987).

1.1 Bildung und Vorkommen von alkylierten polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoffen

Die alkPAK stellen eine Untergruppe der PAK dar. Sie besitzen zusédtzlich zu den
rein aromatischen PAK, die aus einem aromatischen Ringsystem mit mindestens zwei
kondensierten aromatischen Ringen bestehen, noch einen oder mehrere Alkylsubstitu-
enten bzw. Alkanobriicken. Als Beispiele fiir alkPAK sind 1-Methylpyren (1-MP) und
Cyclopenta[mno]benzo[a]pyren (CPBP) in Abb.[1.1|dargestellt.

Allgemein entstehen PAK — reine Aromaten und alkylierte Kongenere — bei der
Verbrennung von organischem Material oder durch geochemische Diagenese. Bei Ver-
brennungstemperaturen >1000 °C iiberwiegt die De-novo-Synthese aus kleineren Koh-
lenwasserstoffen, die eine Bildung der rein aromatischen Verbindungen wie Pyren,
Chyrsen und Benzo[a]pyren (BP) begiinstigt. Optimal fiir die Entstehung von PAK
und insbesondere von alkPAK sind Verbrennungstemperaturen von 660-740 °C (Bay+
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Abbildung 1.1: Beispiele fiir alkPAK: 1-Methylpyren (1-MP) und Cyclopenta[mno]ben-
zola]pyren (CPBP)

ram und Miezzinoglu, [1996). Bei tieferen Temperaturen hat die Zusammensetzung
des organischen Ausgangsmaterials einen grofleren Einfluss auf die Struktur der ent-
stehenden PAK. Dies gilt insbesondere fiir die geochemischen Entstehungsprozesse,
die iiber langere Zeitraume bei Temperaturen von 100-200 °C stattfinden (Blumer und
Youngblood, [1975).

Die grofie strukturelle Vielfalt der PAK im Allgemeinen und der alkPAK im Be-
sonderen bedingt, dass ihr Vorkommen in den wiederum vielféltigen Matrizes wie
Lebensmitteln, Konsumgiitern und Umweltkompartimenten nur teilweise untersucht
ist. Insbesondere fiir alkPAK liegen hierzu nur relativ wenige Untersuchungen vor. In
Tab.|1.1|sind die bisher unveroffentlichten Ergebnisse von SEIDEL beziiglich der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten alkPAK zusammengefasst. Neben den in der Tabel-
le aufgefiihrten MP und Dimethylpyrenen (DMP) wurden die gleichen Matrizes auch
auf 1-,2- und 4-Ethylpyren (EP), 6-Methylanthanthren (MAA) und 6-Ethylanthanthren
sowie 6-, 10- und 11-Methylbenzo[a]pyren (MBP) und 6-Ethylbenzo[a]pyren (6-EBP)
untersucht. Diese letztgenannten alkPAK konnten — mit Ausnahme von 0,185 pg/kg
6-MBP- und 6-EBP in gegrilltem Schweinesteak — nicht nachgewiesen werden. Das Auf-
treten von 1-MP, sowie 1- und 2-Methylphenanthren und 2- und 9-Methylanthracen
in Grillwiirstchen wurde bereits von |Larsson u. a.| (1983) nachgewiesen. Der Gehalt an
1-MP variierte bei diesen Untersuchungen je nach Zubereitungsart von nicht nachweis-
bar bei der Zubereitung in der Bratpfanne bis zu 16,2 pg/kg im Mittel beim Grillen
tiber einem Holzfeuer.

Einige Jahre zuvor beschiftigten sich Snook u.a.| (1978) mit der Analyse von PAK
in Zigarettenrauchkondensat. Sie isolierten insgesamt 20 PAK-haltige Fraktionen, wo-
bei fiinf Fraktionen ausschliefilich mono- und multialkylierte PAK beinhalteten. Ne-
ben methylierten und ethylierten Furanen, Indenen, Naphthalenen, Fluorenen, Phen-
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Tabelle 1.1: Daten zur Analyse von Zigarettenrauch, Motorendl, Boden, Sediment und
Grillgut hinsichtlich des Gehaltes an ausgewihlten alkPAK, Pyren und BP. Diese bis-
her unveroffentlichten Daten stammen von der Arbeitsgruppe SEIDEL, Biochemisches
Institut fiir Umweltcarcinogene, Grosshansdorf.

1,6 +

Probe 1-MP 2-MP 4-MP 1,8-DMP Pyren BP
Zigaretten in Kentucky 2R4F 0,108 0,062 0,08 0,024 0,18 0,014
ng/Packung Marlboro 0,114 0,058 0,09 0,03 0,208 0,038
Motorendl in Motorrad 0,5 0,5 0,4 0,09 1,3 1,1
mg/kg/ 1000 Ottomotor 1,73 1,8 1,48 0,19 447 2,23
gefahrene km
Umweltproben Boden (CRM 524) 6,0 6,8 6,1 044 107 35
in mg/kg Sediment (CRM 535) 0,09 0,19 0,14 0,01 1,79 0,99
Grillgut in Schinken 5,9 2,5 5,6 0,5 52,3 6,8
ng/kg Schweinesteak 6,7 29 6,1 0,6 54,8 6,6

anthrenen, Anthracenen und Chrysenen wurden auch DMP nachgewiesen. In einer
neueren Arbeit von (Guillén u. a.| (2004) wurde die Bedeutung von alkPAK bei der Be-
lastung von Speisedlen mit PAK besonders deutlich. Eine umfangreiche Analyse von
58 ausgewdihlten alkylierten und nicht alkylierten PAK in Oliven- und Sonnenblumen-
Olen zeigte, dass mehr als 50 % des PAK-Gehalts (140-1470 ng/kg je nach Probe) auf
alkylierte Derivate zuriickzufiihren waren. Naphthalen und seine Alkylderivate waren
mit durchschnittlich tiber 40 % die dominanten Vertreter, aber auch 1-MP wurde mit
0,3 bis 2,7 ng/kg nachgewiesen. PAK mit mehr als vier kondensierten aromatischen
Ringen spielten bei den Speisetlen mit Gehalten von zumeist 4 % und weniger eine
untergeordnete Rolle.

1.2 Humane Exposition

Der menschliche Organismus ist gegeniiber PAK {iber verschiedene Absorptionswege
und Quellen exponiert. So konnen PAK inhalativ tiber Atemluft und Tabakrauch, der-
mal durch Hautkontakt mit PAK-haltigen Gemischen und oral iiber Lebensmittel auf-
genommen werden. Hinsichtlich der individuellen Hauptbelastungsquellen konnen
Arbeiter, Raucher und nicht beruflich exponierte Nichtraucher unterschieden werden.
Die Exposition am Arbeitsplatz findet in der Regel tiber die Atemluft z.B. bei Verbren-
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nungsprozessen oder iiber die Haut z.B. beim Umgang mit Rohol, Motorendl oder
verschiedenen PAK-haltigen Syntheseprodukten statt.

Der Zigarettenkonsum fiihrt pro Packung gerauchter Zigaretten zur Aufnahme von
mehreren pg PAK {iber die Lunge (Menzie u. a., 1992; Roemer u. a., 2004).

Fiir beruflich nicht exponierte Nichtraucher sind Lebensmittel mit einem Anteil
von tiiber 90 % die bedeutenste PAK-Quelle (Lodovici u.al, 1995 Menzie u.a., (1992}
Van Roojj u.a.}1994). Bei der Aufnahme tiiber die Nahrung werden die PAK {iiber den
Gastrointestinaltrakt absorbiert, wobei die Absorption von der Zusammensetzung der
verzehrten Nahrung abhédngig zu sein scheint. So wird diskutiert, ob unlosliche Koh-
lenhydrate die Aufnahme verringern und Fette sie erhohen (Stavric und Klassen, |1994).
Ungeachtet der Bioverfiigbarkeit liegt die tagliche Aufnahme an PAK tiber eine durch-
schnittliche Erndhrung verschiedenen Berechnungen zu Folge bei einigen ng, wie in
Tab. [1.2| dargestellt ist. Diese Daten zu aufgenommenen Mengen sind durch die Aus-
wahl der 10 bis 20 quantifizierten PAK-Vertreter limitiert.

Beztiglich der alkPAK zeigen bisher unveroffentlichte Untersuchungen der Arbeits-
gruppe SEIDEL, dass gerade die Monomethylpyrene 1-, 2- und 4-MP in Zigaretten,
Grillgut, Motorenolen und auch Umweltproben in dhnlichen Konzentrationen wie BP
vorliegen (vgl. Tab.[I.Tjund [I.2). Auch Arbeiten von [Larsson u.a. (1983), |Guillén und!
Sopelanal (2004b)und Guillén und Sopelana (2004a) weisen 1-MP in dhnlichen Grofien-
ordnungen wie BP in Lebensmitteln nach. Es kann somit davon ausgegangen werden,
dass die humane Belastung mit MP fiir beruflich nicht exponierte Nichtraucher im
Bereich von einigen 100 ng/Tag liegt. Fiir Raucher und exponierte Arbeiter konnte sie
jedoch noch hoher liegen, unter Umstidnden bishin zu wenigen ng.

Eine umfassende Abschdtzung der humanen Exposition gegeniiber PAK und insbe-
sondere alkPAK ist aufgrund der enormen strukturellen Komplexitat nicht moglich.
Eine Abschitzung der Exposition gegeniiber PAK tiiber BP oder eine kleine Gruppe
von 10-20 PAK ist eine praktikable Moglichkeit, fiihrt aber nur zu einer Mindestbelas-
tung, die oftmals die alkPAK aufser Acht lasst.

Zur Kldrung substanzspezifischer Fragen sowie der Bioverfligbarkeit kénnen Bio-
marker von einzelnen Vertretern der PAK gemessen werden. Oftmals fehlende Korre-
lationen mit der Expositionsdosis und die technische Beschrankung auf wenige spezi-
fische PAK begrenzen die Anwendung dieser Methoden jedoch.

1.3 Metabolismus

Die Lipophilie der alkPAK — wie auch die der nicht alkylierten PAK — fiihrt ohne Me-
tabolisierung zu einer Anreicherung im Organismus. Diese Anreicherung kann bei-
spielsweise bei Muscheln beobachtet werden (Meador u.a., 1995). Sdugetiere konnen
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Tabelle 1.2: Geschitzte tdgliche Aufnahme an PAK und BP tiber die Nahrung. Die
Daten wurden jeweils aus Erndhrungsprotokollen und repréasentativen PAK-Gehalten
der Lebensmittel berechnet. Fiir die Abschitzung der PAK-Aufnahme wurden je nach
Veroffentlichung verschiedene Vertreter der PAK berticksichtigt. Erganzend sind die
Hauptquellen fiir die jeweiligen Belastungen angegeben.

Aufnahme Daten aus Hauptquellen
PAK, ng/Tag 3,7 Grofsbritannien (Dennis u.a.,(1983) je 30 % Getreidepro-

dukte bzw. Ole und
Fette

5-17 Niederlande (de Vos u.a.,|1990) Getreideprodukte,
Pflanzenole und -fette

3 Italien (Lodovici u. a., (1995) Getreideprodukte,
Obst und Gemiise,
Grill- und Backgut

1,2 Neuseeland (Thomson u.a.,[1996)  keine Angaben

1-5 USA (Menzie u.a., [1992) Getreideprodukte,
Fleisch, Gemiise

BP,ng/Tag  40-60 USA (Kazerouni u. a., [2001) je 30 % Getreidepro-

dukte und Gemiise,
20 % gegrilltes Fleisch,
10 % Obst

16,3 USA (Anderson u. a., [2005)* Fleisch

560 Deutschland (Scherer u. a., [2000) Getreideprodukte,
Fleisch, Gemiise, Obst,
Milchprodukte, Fisch

176 USA (Buckley u. a., [1995)** keine Angaben

*

Daten der Kontrollgruppe dieser Studie, die den Zusammenhang zwischen Pankreastumoren

und der Aufnahme von BP sowie von heterozyklischen Aminen untersucht.

** Duplikatstudie
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jedoch durch die Enzyme des fremdstoffmetabolisierenden Systems die PAK und alk-
PAK so funktionalisieren und konjugieren, dass die dadurch erreichte hohere Hydro-
philie und strukturelle Verdnderung wie z.B. eine negative Ladung eine aktive oder
passive Sekrektion und somit die Ausscheidung aus dem Organismus ermoglicht. Der
Fremdstoffmetabolismus untergliedert sich in drei zu betrachtende Phasen: Phase I -
Funktionalisierung, Phase II — Konjugation, Phase III — Transport. Im Folgenden wird
auf die Biotransformation von alkPAK, den Transport der Metaboliten und die wich-
tigsten daran beteiligten Proteine eingegangen.

Ein alkPAK bietet fiir die Biotransformation zwei Angriffsmoglichkeiten: das aroma-
tische Ringsystem und die Alkylgruppe. Der Metabolismus von aromatischen Ringsys-
temen ist weitgehend aufgeklart (Hertel u.a., [1998). Fiir die in dieser Arbeit verwen-
deten Substanzen sind das Pyren (Abb. und das BP zu betrachten.

In der Phase I des Fremdstoffmetabolismus findet eine durch Cytochrome P450
(CYP) vermittelte Oxidation der aromatischen Ringsysteme zu entsprechenden Epoxi-
den, Phenolen und Diolen statt. Die CYP1A1 und 1B1, die {iber den ,aryl hydrocarbon
receptor” (Ah-Rezeptor) auch durch PAK selbst induziert werden kdnnen, weisen eine
besonders hohe katalytische Aktivitat fiir diese Oxidationen auf. Als sekunddre Me-
taboliten der Phase I treten Diole, Diolepoxide, Tetrahydrotetrole und Phenolepoxide
auf. Die Bildung der Diole aus den entsprechenden Epoxiden wird durch Epoxidhy-
drolase vermittelt. Diese primdren und sekundadren Metaboliten der Phase I werden
durch Enzyme der Phase II zu Glutathion- (GSH), Glucuronsédure- oder Sulfokonju-
gaten umgesetzt. Die somit erreichte Zunahme der Hydrophilie hat eine verbesserte
Ausscheidung der Fremdstoffe aus dem Organismus zur Folge. Eine Ausnahme stel-
len die Diolepoxide des BP dar. Diese sind hoch reaktiv und fithren zur Bildung von
DNA-Addukten, die, wenn sie nicht repariert werden, Mutationen im betroffenen Or-
ganismus hervorrufen konnen.

Zusétzlich zur Transformation des Ringsystems wird bei den alkPAK die Seitenket-
te durch fremdstoffmetabolisierende Enzyme modifiziert. In der Phase I findet eine
CYP-vermittelte Hydroxylierung der Seitenkette statt. Der gebildete benzylische Alko-
hol ist zum einen ein Substrat fiir die Alkoholdehydrogenasen (ADH) und Aldehyd-
dehydrogenasen (ALDH) , zum anderen kann er durch die konjugierenden Enzyme
der Phase II zum Glucuronid oder Sulfat metabolisiert werden. Bei einer Analyse der
Metaboliten der alkPAK tritt eine Vielzahl von Kombinationen aus verschiedenen Me-
taboliten des Ringsystems und der Seitenkette auf.

Dieser Metabolismus wurde am Beispiel des 1-MP fiir die Ratte in den Arbeiten von
Rice u.a. (1988), Engst u.a. (1999), Ma| (2001) und Ma u.a.| (2000) aufgekldrt und ist
in Abb. [1.3|skizziert. |Rice u.a. und Engst u.a. verwendeten fiir ihre Untersuchungen
1-MP sowie Rattenleberhomogenat von Aroclor-behandelten Tieren bzw. Rattenleber-
mikrosomen von unbehandelten und 3-Methylcholantren (3-MC) behandelten Tieren.
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Abbildung 1.2: Ubersicht zum Metabolismus von Pyren bei der Ratte (Boyland und
Sims), (1964; |Jacob u. a.,1982; Ruzgyte u. a.,[2005): Zunédchst erfolgt eine CYP-vermittelte
Oxidation zu 1-Hydroxypyren oder [4,5-]Epoxid. 1-Hydroxypyren wird zum Einen
weiter oxidiert, zum Anderen aber auch zum entsprechenden Glucuronid bzw. Schwe-
felsdureester konjugiert. Das [4,5-]Epoxid wird entweder ebenfalls konjugiert, aller-
dings zum entsprechenden GSH-Konjugat, dass zur Mercaptursdure abgebaut werden
kann, oder es erfolgt eine Hydrolyse zum Diol.
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Die Ergebnisse von Ma| beziehen sich hingegen auf Urin- und Féazesanalysen von 1-
HMP-behandelten Ratten.

Als Metaboliten aus den in-vitro-Inkubationen mit 1-MP werden trans-4,5-
Dihydrodiol-1-MP, 3-, 6- oder 8-Hydroxy-1-MP bzw. -1-HMP, 1-HMP und 1-
Pyrenylcarbonsédure (1-PCS) beschrieben (Engst u. a.,[1999; Rice u. a.,|{1988). Diese Meta-
boliten entstehen durch Aktivitdten von CYP, ADH und ALDH. Die Aktivitaten konju-
gierender Enzyme werden in diesen in-vitro-Inkubationen nicht beobachtet. Sie finden
sich aber in den in-vivo-Ergebnissen von Ma| (2001) wieder: Das Metabolitenspektrum
in Urin und Fézes setzt sich aus etwa 30 % phenolischen Schwefelsdureestern der ring-
hydroxylierten 1-PCS, 1% phenolischer Schwefelsdureester des ringhydroxylierten 1-
HMP, 17 % Glucuronsdurekonjugate der 1-PCS, 1% (Méannchen) bzw. 7 % (Weibchen)
Glucuronsdurekonjugat des 1-HMP, 30 % 1-PCS sowie 2 % ringhydroxyliertem 1-HMP
und unmetabolisiertem 1-HMP zusammen. Diese Angaben beziehen sich auf die Ge-
samtheit der ausgeschiedenen Metaboliten innerhalb von 24h nach Applikation von
40 pumol/kg KM [*C]1-HMP. In dieser Zeitspanne werden bei weiblichen Ratten 18 %
der applizierten Dosis renal und rund 31 % bilidr ausgeschieden, bei mannlichen Rat-
ten hingegen 30 % der Dosis renal und 14 % bilidr.

1.3.1 Cytochrome P450

Die benzylische Hydroxylierung als erster Schritt im Fremdstoffmetabolismus der Sei-
tenkette der alkPAK wird durch Enzyme der Superfamilie der CYP katalysiert. Diese
mikrosomalen Ham-Thiolat-Monooxygenasen vermitteln den Einbau eines Sauerstoffs
in ihre Substrate unter Bildung von Wasser und Oxidation von NADPH. Neben der
Hydroxylierung von aliphatischen Kohlenwasserstoffen und der bereits beschriebe-
nen Epoxidierung von Aromaten oxidieren CYP noch eine Vielzahl weiterer Substrate
(Sono u.a. [1996). Das menschliche Genom enthilt 18 Familien, unterteilt in 41 Subfa-
milien mit insgesamt 57 aktiven Genen (Gibbs u.a., 2004; Guengerich, 2004). Bei der
Ratte liegen noch keine endgiiltigen Zahlen vor. Nach Ergebnissen des ,Rat Genome
Sequencing Project Consortium” von 2004 hat das Genom der Ratte 18 CYP-Familien
gegliedert in 44 Subfamilien mit insgesamt 84 aktiven Genen (Gibbs u. a., [2004).

Die Familien 1 bis 3 umfassen diejenigen Enzyme, die insbesondere fiir den Fremd-
stoffmetabolismus von Bedeutung sind (Lewis, 2001). Bei der benzylischen Hydroxy-
lierung von 1-MP und 1-EP sind nach Untersuchungen von Engst u.a.|die humanen
Formen CYP1A1, 1A2, 1B1, und 3A4 besonders aktiv. Geringere Aktivititen wurden
mit hCYP2A6 und 2E1 festgestellt (Engst u. a.,(1999). Im Rahmen dieser Arbeit werden
alle Untersuchungen mit den vier besonders aktiven Formen durchgefiihrt. In Tab.
sind ihre Gewebeverteilung, Substratspezifitit und Induktoren zusammengefasst. Die
Induktion der CYP erfolgt iiber verschiedene ligandenaktivierte Transkriptionsfakto-
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Abbildung 1.3: Ubersicht zum Metabolismus von 1-MP (Ma, 2001): Zusatzlich zum Me-
tabolismus des Ringsystems wird die Methylgruppe transformiert. Zu néichst erfolgt
eine CYP-vermittelte Hydroxylierung, gefolgt von einer weiteren Oxidation durch
ADH und ALDH zur Pyrenylcarbonsdure oder eine Konjugation zum Schwefelsdu-
reester vermittelt durch SULT. Auch eine Konjugation des benzylischen Alkohols mit
Glucuronsdure zum entsprechenden Glucuronid wird beschrieben, ebenso wie die
Kombination von Methylgruppen- und Ringmetabolismus.
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ren. Fiir die Enzyme der Familie 1 ist der Ah-Rezeptor zu nennen. Dieses cytosolische
Protein liegt zundchst inaktiv in den Zellen vor, erst durch eine Ligandenbindung
kommt es zu einer Konformationsanderung und Aktivierung. Nach der Transloka-
tion in den Zellkern und Dimerisierung mit ARNT (Ah-receptor nuclear transloca-
tor) bindet der Komplex unter Hinzuziehung weiterer Transkriptionsfaktoren an die
entsprechenden responsiven Elemente im regulatorischen Genabschnitt der CYP und
aktivieren die Gentranskription. Typische Liganden fiir den Ah-Rezeptor sind 2,3,7,8-
Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD), PAK sowie chlorierte PAK und polychlorierte Bi-
phenyle (PCB) wie z. B. Aroclor 1254. Die fiir die CYP3-Familie bekannten Transkripti-
onsfaktoren sind der Glukokortikoidrezeptor und der Pregnan-X-Rezeptor, die durch
Steroidhormone respektive Pregnane und eine Vielzahl von Fremdstoffen aktiviert
werden (Tab. hCYP3A4). Die Art der Liganden, die CYP1- und CYP3-Enzyme
induzieren, zeigt, dass diese Enzyme abhéngig von den jeweiligen Lebensumstianden
durchaus sehr unterschiedliche Expressionsniveaus aufweisen konnen. Tabakkonsum
und die Belastung mit PCB konnen zu einer Erhéhung der CYP1-Enzyme fiihren und
verschiedene Medikamente wie Rifampicin, Dexamethason oder Johanniskraut modu-
lieren die Expression der CYP3-Enzyme (Guengerich, 2002; Lewis| 2001).

Tabelle 1.3: Substratspezifitit, Gewebeverteilung und Induktoren von hCYP1A1, 1A2,
1B1 und 3A4 (Lewis, 2001).

Enzym Substrate Gewebeverteilung Induktoren
hCYP1A1 PAK Lunge, Niere, PAK, TCDD, PCB
Gastrointestinaltrakt,
Haut, Plazenta,
Lymphozyten
hCYP1A2 heterozyklische Leber PAK, TCDD, PCB
Amine, PAK
hCYP1B1 PAK, heterozyklische = Haut, Niere, Mamma, PAK, TCDD, PCB
Amine Prostata, Uterus,
Fotus
hCYP3A4 Steroidhormone, Leber, Rifampicin, Dexame-
Makrolidantibiotika, Gastrointestinaltrakt,  thason, Johanniskraut
PAK Plazenta, Fotus
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1.3.2 Sulfotransferasen

Unter den Enzymen, die die benzylischen Alkohole konjugieren, werden in dieser Ar-
beit die 19slichen Sulfotransferasen (SULT) betrachtet. Die gebildeten Sulfokonjugate
konnen Addukte mit zelluliren Makromolekiilen bilden und somit die Toxizitdt der
alkPAK vermitteln (Abs. . Die SULT katalysieren die Ubertragung des Sulfonylres-
tes von 3’-Phosphoadenosin-5"-phosphosulfat (PAPS) auf einen nukleophilen Akzep-
tor, im Fall der alkPAK den benzylischen Sauerstoff. Weitere Substrate der SULT sind
beispielsweise Amine, Hydroxylamine und Phenole. Diese Akzeptormolekiile konnen
sowohl endogenen wie exogenen Ursprungs sein. Eine Ubersicht zu den 12 humanen
SULT (hSULT) sowie den 13 Rattensulfotransferasen (rSULT), ihrer Gewebeverteilung
und Substratspezifitdt ist in den Tabellen [1.4{ und [1.5|aufgefiihrt. Im Vergleich der Da-
ten von Mensch und Ratte ist zundchst die Fokussierung der rSULT auf die Leber
interessant, die bei den hSULT-Formen nicht in dem Mafle zu beobachten ist. Des
Weiteren ist bei der Extrapolation von der Ratte auf den Menschen die bei ersteren
gegebene geschlechtsabhidngige Expression der SULT zu beriicksichtigen.

Die Sulfonierung benzylischer Alkohole durch hSULT und rSULT wurde von
Landsiedel u.a.| (1998) und weiteren Arbeiten der Arbeitsgruppe (Glatt u.a. indi-
rekt nachgewiesen. Landsiedel u.a. zeigte diese Aktivitdt durch die Inversion des
1-a-Hydroxyethylpyrens (1-a-HEP) vom (-)-5-1-HEP zum (+)-R-1-HEP, welche bei In-
kubationen mit der stereoselektiven hSULTIE1 auftritt. Die Mutagenitdt von ben-
zylischen Alkoholen wie 1- und 2-Hydroxymethylpyren (1- und 2-HMP), 1-a-HEP,
9-Hydroxymethylanthrazen, 7-Hydroxymethyl-12-methylbenz[a]anthrazen und 4H-
Cyclopentaldef |chrysen-4-ol im Salmonella typhimurium His~ Reversionstest (Ames-
Test) mit cytosolischen Extrakten und PAPS als aktivierendem System oder mit SULT-
profizienten Salmonella typhimurium ist ein weiterer Hinweis auf die Sulfonierung die-
ser Verbindungen durch rSULT und hSULT (Czich u.a. 1992; (Glatt u.a., 1993, (1990,
1995, 1994a). Der direkte Nachweis eines benzylischen Schwefelsdureesters der alkPAK
in einer in-vitro-Inkubation konnte aufgrund der Instabilitit der bisher untersuchten
Verbindungen jedoch nicht erbracht werden.

1.3.3 Mercaptursaurebildung

Mercaptursduren entstehen durch Katabolismus von GSH-Konjugaten potentieller Al-
kylantien, wie beispielsweise Carbokationen oder positiv polarisierten Kohlenstoffato-
men. Somit weisen Mercaptursduren auf intermedidr gebildete reaktive Metaboliten
hin, die als solche nur schwer oder gar nicht nachgewiesen werden konnen.

Die Bildung der GSH-Konjugate wird durch Glutathion-S-Transferasen (GST) ver-
mittelt, da GSH ein weiches Nukleophil ist und nicht spontan mit den zumeist harten
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Tabelle 1.4: Gewebeverteilung und Substrate der hSULT basierend auf der Zusammen-
tassung in Glatt (2002). Soweit nicht anders vermerkt, wurde die mRNA der einzelnen
Formen nachgewiesen.

hSULT  Gewebeverteilung Substrate

1A1* Leber, ubiquitdr Xenobiotika (Phenole, arom. Amine)
1A2 Leber, Gehirn, Lunge, Niere, Darm  vergleichbar mit hSULT1A1

1A3 * Darm, Leber, ubiquitar Catecholamine

1B1* Darm, Leber, Leukozyten, Gehirn, Iodothyronine, einige Phenole
Ovarien, Niere

1C1 Niere, Magen, Schilddriise unbekannt

1C2 Niere, Ovarien, Riickenmark unbekannt

1C3  iiber Genbankanalyse identifiziert 1’-Hydroxysafrol, einige Phenole

1E1* Leber, Mamma, Endometrium, Estradiol, Iodothyronine, einige

Darm Phenole

2A1* Leber, Nebenniere, Darm Dehydroepiandosteron,
Gallensduren, aliphatische Amine,
Fremdstoffalkohole

2Bla  Plazenta, Prostata, Trachea Hydroxysteroide

2B1b  Plazenta, Prostata, Haut, Lunge Hydroxysteroide

4A1  Gehirn unbekannt

* Als Protein nachgewiesen

elektrophilen Alkylantien reagiert. Die GSH-Konjugate werden mit Hilfe der Ectoen-
zyme y-Glutamyltransferase (7-GT) und Dipeptidase (DP) zu Cysteinyl-S-konjugaten
abgebaut. Diese bilden nach einer N-Acetylierung vermittelt durch mikrosomale N-
Acetyltransferase (mnNAT) die entsprechenden Mercaptursauren. Die Lokalisation der
verschiedenen beteiligten Enzyme bedingt, dass es sich bei der Mercaptursduresynthe-
se je nach Organismus und Fremdstoff um einen hepato-renalen, einen rein hepati-
schen oder einen hepato-bilidren Stoffwechselvorgang handelt (Hinchman und Balla:
tori, 1994). Die Ausscheidung der Mercaptursduren erfolgt wiederum je nach Struktur
und Organismus tiber Urin oder Fazes.

Die Konjugation der beim Metabolismus von alkPAK gebildeten benzylischen Schwe-
felsaureester mit GSH wurde in der Diplomarbeit von Hessel (2006) in unserer Arbeits-
gruppe untersucht. Es wurde gezeigt, dass die GST T2 der Ratte Sulfoxymethylpyrene
(SMP) in Abhéngigkeit von der Position ihrer Sulfatgruppe mit unterschiedlichen, aber

12
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Tabelle 1.5: Uberblick iiber die Gewebeverteilung und Substrate der rSULT. Soweit
keine anderen Quellen angegeben sind, stammen die Daten zu den Substraten aus den
Review-Artikeln von [Blanchard u.a. (2004) sowie Nagata und Yamazoe| (2000). Die
Gewebeverteilung wurde weitestgehend von [Dunn und Klaassen| (1998) untersucht.
Die einzelnen Formen wurden {iber ihre mRNA nachgewiesen.

bei mannlichen
Tieren in der Leber
tiberwiegende
Formen:

bei weiblichen Tieren
in der Leber
tiberwiegende
Formen:

keine
Geschlechtsspezifitat
bekannt:

rSULT Gewebeverteilung Substrate

1A1 Leber, Lunge, Milz, Xenobiotika
Hoden, Herz, Niere, (Phenole, arom.
Gehirn, Darm, Amine)
Nebenniere

1C1 Leber, Niere, Magen, Iodothyronine
Herz, Milz

1E1/2 Leber, Herz Estradiol

2A1/2/3 Leber, Gehirn (nur Hydroxysteroide
2A1/2)

1B1 Leber, Darm, Niere Iodothyronine

1C2/3 Niere, Magen, Leber  nicht untersucht
(Xiangrong u. a.,
2000)

1D1 nicht untersucht nicht untersucht

2Bla/b a: Gehirn, Hoden; Pregnenolon,

(Kohjitani u. a., b: Haut, Darm, Cholesterol

2006))

4A1 (Falany u.a.
2000)

Niere (Kohjitani u. a.,
2006)

Gehirn (Falany u.a.,
2000)

(Kohjitani u. a., 2006)

nicht untersucht
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hohen katalytischen Effizienzen umsetzt. Von |[Ma| (2001) konnte gezeigt werden, dass
die 1-Methylpyrenylmercaptursaure (1-MPMA) einen geeigneten Biomarker fiir den
Nachweis der Bildung des benzylischen Schwefelsdureesters 1-SMP nach einer 1-MP-
Exposition darstellt. Die Bildung von 1-MPMA ausgehend von 1-SMP ist in Abb.
dargestellt.

X
N N
HZC—O—S—OH NN

(0] o) (o)
o9 ® 9@
—— ——
1.y-GT
2. DP

1-SMP 1-MPSG 1-MPMA

Abbildung 1.4: Bildung von 1-MPMA: Ausgehend von 1-SMP erfolgt zunédchst eine
GSH-Konjugation zum 1-Methylpyrenylglutathion (1-MPSG). Dieses wird anschlie-
lend durch 7-GT und DP zum Cysteinyl-Konjugat abgebaut und dann durch die
mNAT zur Mercaptursédure acetyliert.

1.3.4 Carbonsaurebildung

Neben der Mercaptursdure als indirektem Nachweis des toxischen Sulfokonjugates
sind die entsprechenden Carbonsduren der benzylischen Alkohole von besonderem
Interesse. Sie entstehen bei der zur Sulfokonjugation in Konkurrenz ablaufenden Oxi-
dation des Alkohols und stellen bei 1-HMP den mengenmaéfiig bedeutendsten Me-
taboliten dar (Ma} 2001). An der Bildung der Carbonsduren sind die tiberwiegend
hepatisch exprimierten ADH und ALDH beteiligt (Edenberg und Bosron, [1997; Hoog
u.a., 2001; Vasiliou u.a. [2000). Die Familie der ADH umfasst sechs Enzymklassen
(ADH1-6), die Familie der ALDH neun (ALDH1-9). Fiir den Ethanolmetabolismus
sind sowohl bei den ADH als auch bei den ALDH die Enzyme der Klassen 1 und 2
von Bedeutung (Hoog u. a., 2001} Vasiliou u. a. 2000). Die Spezifitdt der verschiedenen
Enzymformen hinsichtlich der Umsetzung benzylischer Alkohole wurde von Kollock
u.a. und Glatt u.a. aus unserer Arbeitsgruppe untersucht. Die Daten in Kollock u. a.
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(2008b) und Kollock u.a. (2008a)) zeigen, dass besonders die humane ADH2 hohe Um-
satzraten fiir verschiedene untersuchte Hydroxymethyl- und Hydroxydimethylpyrene
aufweist. Fiir die weitere Umsetzung der benzylischen Aldehyde zur entsprechenden
Carbonsdure zeigt beispielsweise die humane ALDH?2 eine hohe katalytische Effizienz,
wie von [Glatt u. a.| (im Druck) ermittelt wurde.

1.3.5 Transportprozesse

Die Bedeutung der Phase III des Fremdstoffmetabolismus der alkPAK wird durch
die Ergebnisse von Glatt u.a. (2003b) deutlich: Trotz der Fokussierung der rSULT-
Expression auf die Leber erweist sich die Niere als ein Hauptzielorgan der DNA-
Adduktbildung durch 1-HMP. Der Transport des reaktiven und negativ geladenen
Sulfates aus der Leber zur Niere erfordert zum einen Transporter in den jeweiligen
Organen und zum anderen eine Stabilisierung des reaktiven Metaboliten im Blut. Die
Beobachtung von |Glatt u. a.| (2003a), dass Blutplasma die Halbwertszeit von 1-SMP in
wassriger Losung von 5Minuten auf bis zu 16,5 Stunden verldngert, ist ein Hinweis
auf eine mogliche Albuminbindung der Schwefelsdureester. Fiir eine Bindung an Rin-
derserumalbumin wurde von Glatt u. a. eine Dissoziationskonstante von 0,67 - 107 M
abgeschidtzt. Albumin ist neben seiner bedeutenden Rolle bei der Aufrechterhaltung
des kolloidosmotischen Drucks fiir den Transport einer Vielzahl endogener und exo-
gener Substanzen wie Fettsduren, Billirubin und Pharmaka bekannt. Das globulére
humane Serumalbumin (HSA) besteht aus 585 Aminosduren und stellt 60 % des Pro-
teingehaltes des Blutserums. Es wird in der Leber synthetisiert und erreicht im Serum
eine Konzentration von 700 uM. Die herzformige Faltung des Albumins besteht zu
67 % aus a-Helices und beinhaltet keine B-Faltblattstrukturen. Des Weiteren kann das
Protein in drei homologe Doménen (I, II, IIT) mit je zwei Subdomé&nen (A und B) einge-
teilt werden. Nach der Nomenklatur von Sudlow (Sudlow u.a., [1975) finden sich die
zwei Hauptbindungsstellen Sudlow I und Sudlow II in den Subdoménen IIA bzw. IIIA.
An der Bindungstelle Sudlow I werden grofSe heterozyklische Anionen (z. B. Warfarin)
und an Sudlow II Carboxylate (z. B. Ibuprofen) gebunden (Evans, 2002).

Auch die Bindung von Sulfokonjugaten an Albumin wird verschiedentlich in der
Literatur beschrieben, wobei je nach Struktur eine oder mehrere unterschiedliche Bin-
dungsstellen angenommen werden, ohne diese ndher zu charakterisieren (Mizuma
u. a.,|1991; Plager, [1965). Insgesamt gesehen ist die reversible Bindung von Metaboliten
und Xenobiotika fiir deren Verteilung im Organismus von entscheidender Bedeutung.
Als ein Beispiel kann hier die verminderte renale Sekretion von Dehydroepiandroste-
ronsulfat (DHEA-S) im Vergleich zu Androsteronsulfat und Etiocholanolonsulfat ge-
nannt werden (Plager, 1965). Sie ist wahrscheinlich auf eine stirkere Albuminbindung
des DHEA-S zuriickzufiihren.
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In Hinblick auf die renale Sekretion und das hohe Mafi an DNA-Schdden durch
1-SMP stellt sich die Frage nach der Aufnahme der negativ geladenen Schwefelsdu-
reester in die Tubuluszellen der Niere. Hierzu befdhigte Transporter sind die basola-
teralen , Organischen Anionentransporter “ OAT1 und OAT3 und der luminale OAT4,
die die Aufnahme aus dem Blut bzw. die tubuldre Reabsorption vermitteln (Wright
und Dantzler, |2004). Diese Transporter sind in Abb. schematisch dargestellt. Sie
sind tiber die verschiedenen Spezies hoch konserviert und werden hauptsichlich in
der Niere exprimiert. Ihre endogenen und exogenen Substrate sind strukturell sehr
unterschiedlich und umfassen Verbindungen wie Prostaglandine, zyklische Nukleoti-
de und Urate, nicht steroidale Antiphlogistika, Diuretika, Antibiotika und antivirale
Wirkstoffe (Burckhardt und Burckhardt, 2003). Die OAT schiitzen den Organismus
daher durch die Vermittlung der Sekretion von Schadstoffen und ihren Metaboliten,
konnen aber auch dazu fiihren, dass sich eben diese Stoffe in den proximalen Tubu-
luszellen anreichern. Durch Ochratoxin A (Isuda u.a.,[1999), Cephalosporine (Takeda
u. a., 2002) und Indoxylsulfat (Enomoto u. a., 2002) werden somit OAT-vermittelte Ne-
phropathien ausgelost.

Betrachtet man den Transport der Schwefelsdureester im Zusammenhang, so stellt
sich die Frage, wie es moglich ist, dass eine proteingebundene Substanz durch OAT in
die Tubuluszellen aufgenommen werden kann. Da aufgrund der bisherigen Ergebnis-
se von Glatt u.a./ (2003a) von einer reversiblen Proteinbindung ausgegangen werden
kann, ist weiterhin davon auszugehen, dass sich in Abhédngigkeit von der Assoziati-
onsstédrke ein Gleichgewicht zwischen einem grofien gebundenen und einem geringen
freien Anteil an Schwefelsdureester in der Blutbahn einstellt. Dieser geringe freie An-
teil konnte dann durch die OAT in die Tubuluszellen aufgenommen werden. In der
Literatur gibt es allerdings widerspriichliche Untersuchungen zum Einfluss von Al-
bumin auf die Sekretion und die Aufnahme von Substanzen in die Tubuluszellen. In
Besseghir u. a.[(1989) wird von einer gesteigerten Sekretionsrate von p-Aminohippurat
bei isolierten perfundierten Tubuli in Gegenwart von Albumin berichtet. Bei Bow u. a.
(2006) hingegen fiihrt der Zusatz von Albumin in in-vitro-Transportexperimenten zu
einer Verminderung der Aufnahme von Ochratoxin A, Methotrexat und Estronsulfat.
Unter Berticksichtigung der physiologischen Gegebenheiten ist allerdings auch frag-
lich, wie Albumin und daran gebundene Sulfate tiberhaupt in grofferem Umfang aus
der Blutbahn bis zu den Tubuluszellen gelangen konnen (Hook und Goldstein, |1993).
Die verschiedenen Phasen des Transportprozesses sowie ihr Zusammenspiel bediirfen
daher noch weiterer Untersuchungen.
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Abbildung 1.5: Ubersicht zu den Transportern einer proximale Nierentubuluszelle. Fiir
die vorliegende Arbeit wurden die basolateralen hOAT1 und 3 sowie der luminale
hOAT4 untersucht (Abb. modifiziert nach Burckhardt und Burckhardt (2003)). Sowohl
hOAT1 wie 3 vermitteln die Aufnahme von organischen Anionen in die Zellen im
Austausch gegen intrazelluldres a-Ketoglutarat. Fiir hOAT4 ist hier der Effluxmodus
dargestellt: organische Anionen werden im Austausch gegen Chlorid-Ionen in den
Harn abgegeben. Des Weiteren kann hOAT4 im Influxmodus Urat oder Estronsulfat
aus dem Harn im Austausch gegen Dicarboxylate oder Hydroxylionen aufnehmen

(Hagos u. a., 2007).
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1.4 Bioaktivierung

Die Funktionalisierung und Konjugation von Fremdstoffen ermoglicht in den meis-
ten Féllen eine verbesserte Ausscheidung der korperfremden Stoffe. In einigen Fallen
kommt es jedoch zur Bioaktivierung der Fremdstoffe, d.h. es werden reaktive Metabo-
liten gebildet, die mit zelluldiren Makromolekiilen wie DNA und Proteinen Addukte
bilden. Werden diese Protein- oder DNA-Addukte nicht repariert, kann es zu Funkti-
onsstorungen und Mutationen der betroffenen Zellen kommen.

Beispiele fiir die Bioaktivierung von alkPAK sind die Bildung von 1-SMP und 6-
Sulfoxymethylbenzo[a]pyren (6-SMBP) (Flesher u.a., |1997; Glatt u.a. 1993; Monner:
jahn u. a. 1993). Die Sulfatgruppe ist aufgrund ihrer Elektronegativitdt und der Meso-
meriestabilisierung des entstehenden benzylischen Carbokations eine gute Abgangs-
gruppe. Die benzylischen Schwefelsdureester reagieren daher, sofern sie nicht hydro-
lysiert werden, mit DNA-Basen (Abb. oder werden beispielsweise durch GSH
abgefangen (Abb. [1.4). Die DNA-Addukte kénnen sowohl in vivo als auch in vitro
mittels 32P-Postlabeling oder HPLC nachgewiesen werden (Cavalieri u. a., 2000; Mony
nerjahn u.a., (1993). Auflerdem findet man NZ—(1—Methylpyrenyl)—desoxyguanosin im
Urin von 1-SMP behandelten Ratten. Ebenso ist im Urin dieser Tiere das N-Acetyl-
S-methylpyrenyl-L-cystein (1-MPMA) nachweisbar (Ma u. a., 2000). Das Vorkommen
dieser Metaboliten im Urin kann somit als indirekter Nachweis fiir die Bioaktivierung
herangezogen werden.

0
Hzc—o—g—o- — -+

SO
O‘ _L, OO ———=  Addukte

1-SMP

1-MP-Carbokation

Abbildung 1.6: 1-SMP als bioaktiver Metabolit des 1-MP (vermutlich nach Sy1-
Mechanismus (Landsiedel, 1997)): nach Abspaltung der Sulfatgruppe intermedidre
Bildung eines elektrophilen Carbokations, dass Addukte mit Makromolekiilen wie
z.B. der DNA bilden kann.
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1.5 Mutagenitat und Kanzerogenitat

Erste Untersuchungen von Dannenberg (1959) zur Kanzerogenitdt von methylierten
Pyrenen auf Mdusehaut im Jahr 1959 ergaben fiir 1-, 2- und 4-MP, 1,6- und 4,5-DMP,
1,3,6-Trimethylpyren und 1,3,6,8-Tetramethylpyren negative Ergebnisse. Etwa 30 Jahre
spater erwies sich nach Untersuchungen von Rice u. a.[(1987) jedoch 1-MP als komplet-
tes Leberkanzerogen bei neugeborenen mannlichen Mausen. Zwischenzeitlich konn-
ten [Flesher und Sydnor (1973) und |Cavalieri u. a.| (1978) die Mechanismen hinter der
Kanzerogenitit eines anderen alkPAK, des 6-MBP, aufklédren. Flesher und Sydnor| zeig-
ten die Bildung von 6-Hydroxymethylbenzo[a]pyren (6-HMBP) aus 6-MBP durch Le-
berhomogenate der Ratte. Dieser benzylische Alkohol war nach subkutaner Applika-
tion tumorigen an der Ratte. Cavalieri u. a. bestdtigten durch dermale Applikation die
lokal kanzerogene Wirkung von 6-HMBP bei der Maus und wiesen auch eine syste-
mische Verteilung durch Tumore in der Lunge und im lymphatischen System nach.
Uberdies konnte die Bildung von 6-HMBP aus 6-MBP durch murine Lebermikroso-
men gezeigt werden.

Erst Arbeiten in den spdten 1980er und beginnenden 1990er Jahren setzten sich
mit der Mutagenitdt von alkPAK auseinander. Rice u. a. stellten ein genotoxisches Po-
tential von 1-MP und 1,6-DMP fest, sowie die Mutagenitit von 1-MP, 1,3-, 1,6- und
4,9-DMP im Ames-Test nach Aktivierung mit S9-Mix aus Rattenleber (Rice u.a., 1987,
1988). Die Autoren fiihrten diese Mutagenitit auf die Bildung von distalen K-Region-
Epoxiden beim Auftreten einer Methylgruppe in peri-Position zuriick. In Anlehnung
an die Uberlegungen von Watabe u.a.[ (1982), dass reaktive elektrophile benzylische
Ester fiir die Aktivierung verantwortlich sind, zeigten die zuvor bereits beschriebe-
nen Untersuchungen von Glatt u.a.| (Abs. , dass die Schwefelsdureester die po-
tenteren Mutagene darstellten. Der indirekte Nachweis tiber den in vitro gebildeten
benzylischen Schwefelsdureester als ultimales Mutagen wurde in weiteren Untersu-
chungen durch Inkubation von 1-SMP im Ames-Test und im Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase-Test bestdtigt. Eine Vielzahl weiterer Untersuchungen be-
schiftigte sich mit der Rolle unterschiedlicher Lebercytosole und SULT bei der Ak-
tivierung verschiedenster benzylischer Alkohole. Im Ames-Test erwiesen sich neben
dem 1-HMP und 1-SMP auch 2-HMP, 1- und 2-a-HEP sowie 6- und 10-SMBP als mu-
tagen (Glatt u. a., 1995, [1994a,b; Landsiedel u. a., 1996, 1998).

Die Aktivierung der alkPAK stellt an in-vitro- sowie an in-vivo-Systeme zur Bestim-
mung von Mutagenitdt und Kanzerogenitit gewisse Anforderungen. So muss die Bil-
dung benzylischer Alkohole und deren Veresterung zu reaktiven benzylischen Schwe-
felsdaureestern moglich sein. Bei in-vitro-Untersuchungen ist daher die Anwesenheit
von CYP und SULT und deren ausreichende Versorgung mit Cofaktoren notwendig,
um positive Ergebnisse erzielen zu konnen. Bei in-vivo-Studien sind zum einen die
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Bioverfiigbarkeit der Substanzen und zum anderen die Lokalisation der entsprechen-
den Enzyme sowie die daraus resultierende Organotropie der Tumorbildung zu be-
riicksichtigen. So konnte in Untersuchungen von |Glatt u. a.[ (1994c) die schwach initiie-
rende und stark promovierende Wirkung von 1-HMP an Hand von praneoplastischen
Foci (ATPase defizienten Foci) in der Leber von behandelten Ratten nachgewiesen
werden. Auch [Flesher u.a.| (1999) erhielten bei subkutaner Mehrfachapplikation von
1-SMP, 6-HMBP und 6-SMBP positive tumorigene Wirkungen bei Ratten.

1.6 Fragestellung

Die Bedeutung der benzylischen Hydroxylierung und Sulfonierung fiir die Bioaktivie-
rung von 1-MP, 1-EP und 6-MBP ist hier bereits dargestellt worden (Abs. und
[1.3.2). Fir 1-MP wurde auch der Metabolismus in vivo in der Ratte von Mal (2001)
untersucht. Die strukturelle Vielfalt der alkPAK und die vielfdltigen Modulationsmog-
lichkeiten des in-vivo-Metabolismus lassen jedoch noch einige Fragen offen:

1. Welchen Einfluss haben die Art des Ringsystems sowie die Art und Position
der Alkylgruppe auf die benzylische Hydroxylierung bei verschiedenen Spezi-
es wie Ratte und Mensch? Und welche Aktivititen weisen die fiir die 1-MP-
Hydroxylierung besonders aktiven humanen CYP1A1, 1A2, 1B1 und 3A4 auf?

2. Welche Folgen hat die Struktur der benzylischen Schwefelsdureester hinsichtlich
ihrer Stabilitdt und Reaktivitat?

3. Welche humanen SULT katalysieren die Bildung von benzylischen Schwefelsau-
reestern und welchen Einfluss hat die Art der Alkylgruppe darauf?

4. Welche Charakteristika weisen die Albuminbindung der Schwefelsdureester und
ihr Transport durch hOAT auf?

5. Welchen Einfluss in vivo haben Nahrungsmittelinhaltsstoffe sowie Umweltkon-
taminaten und Pharmazeutika, die auf die einzelnen an der Biotransformation
beteiligten Enzyme hemmend wirken? Kann hier ein Unterschied in der Aus-
scheidung von Metaboliten und insbesondere der Mercaptursdure beobachtet
werden?

Diese Fragen sollen in der vorliegenden Arbeit anhand einer Auswahl von zwolf al-
kylierten PAK (Abb. geklart werden. Ergdnzend zu dieser chemisch-analytischen
Arbeit, beschiftigte sich Donath| (2008) mit der Mutagenitiat und DNA-Adduktbildung
in vitro sowie der DNA-Adduktbildung in vivo.
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1 Einleitung

(1
L

1-, 2- und 4-Methylpyren (MP),  1-, 2- und 4-Ethylpyren (EP) 6-Methylbenzo[a]pyren (MBP),
1,6- und 1,8-Dimethylpyren (DMP) 6-Ethylbenzo[a]pyren (EBP)

A &Y

|
Cyclopenta[mno]benzo[a]pyren (CPBP) 6-Methylanthanthren (MAA)

CH,

Abbildung 1.7: Strukturformeln zu den in dieser Arbeit untersuchten alkPAK.
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2 Ergebnisse

2.1 Benzylische Hydroxylierung von alkylierten polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoffen

2.1.1 Mikrosomen

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse aus Inkubationen der ausgewdhlten alk-
PAK mit mikrosomalen Fraktionen dargestellt.

Lebermikrosomen wurden aus humanen Proben (hL), aus unbehandelten (rL) und
Aroclor behandelten (rLA) Ratten gewonnen (Abs.[#.2.T). Die Bildungsraten der jewei-
ligen benzylischen Alkohole sind in Tab. 2.1|aufgefiihrt. Bei den Ethylderivaten wurde
nicht zwischen den beiden Enantiomeren des a-HEP und der w-Verbindung unter-
schieden. Ergebnisse zur Enantiomeren- und Positionsisomerentrennung werden in
Abs. dargestellt.

Die Inkubationen erfolgten in Anlehnung an [Engst u.a. (1999) unter gleichen Be-
dingungen fiir alle alk-PAK hinsichtlich Konzentration, Zeit und eingesetzter Prote-
inmenge (Abs. £.2.T). Die Umsatzraten, die mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion
bestimmt wurden (Abs. f.5.T), sind somit nicht optimal hinsichtlich der einzelnen
Substrate, jedoch vergleichbar in Bezug auf die Versuchsbedingungen. Die Negativ-
kontrollen (reines DMSO ohne weiteres Substrat, Substrat ohne mikrosomales Protein
und Substrat mit mikrosomalem Protein ohne Cofaktoren) wiesen keine Aktivitdaten
auf.

Der Anteil an benzylischem Alkohol am gesamten Umsatz wurde représentativ fiir
1-MP und 1-EP bestimmt. Die Ergebnisse hierzu sind in Tab. aufgefiihrt. Hierbei
wird deutlich, dass die Aroclorinduktion zu einer deutlichen Umsatzsteigerung fiihrt,
wenn auch nicht unbedingt zu einem hoheren Anteil an benzylischem Alkohol. Diese
hohe Umsatzrate war auch der Grund fiir die kiirzere Inkubationszeit von 7 min bei
Mikrosomen von Aroclor behandelten Ratten, da bei 30 min — wie sie fiir rL- und
hL-Mikrosomen gewédhlt wurde — kein Substrat mehr vorhanden war.

Aus den Ergebnissen der mit allen Testsubstanzen durchgefiihrten Inkubationen
lielen sich folgende Trends ablesen:

¢ Die benzylischen Hydroxylierungsraten fiir Pyrenderivate waren hoher als fiir
Benzo[a]pyrenderivate.
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2 Ergebnisse

Tabelle 2.1: Bildungsraten fiir benzylische Alkohole in Mikrosomeninkubationen von
Rattenleber (rL), Rattenleber von Aroclor behandelten Tieren (rLA) und humaner Le-
ber (hL) mit den entsprechenden alkPAK. Die Analyse der iiber Festphasenextrak-
tion aufgereinigten Inkubationen erfolgte mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion
(Abs. [.5.7). Die beiden Enantiomeren des a-HEP sowie die w-Verbindung wur-
den nicht getrennt bestimmt. Eine detaillierte Analyse hierzu ist in Abs. zu finden.
Die Werte sind Mediane von mindestens drei Messungen mit der Standardabweichung
fiir Mediane normalverteilter Messwerte angegeben in pmol/mg Protein/min.

alkPAK pmol/mg Protein/min

rL rLA hL
1-MP 176420 3894144 15+ 2*
1-EP 484+ 5 10674351 134+ 3*
1,6-DMP 110+ 7 2104+ 47 1004-34***
1,8-DMP 137432 57+ 17 234 1%
2-MP 77+29 54+ 1 18+ 2** 7H1H*
2-EP 1294+ 5 308+ 72 414 2.5%* 3145.5%**
4-MP 61420 9+ 2 224+ 1** 72%**
4-EP 35+ 5 8561184 244 9** 2246%**
CPBP 24+ 4 29+ 8 <1
6-MBP 13+ 5 41+ 3,7 1+ 0.7
6-EBP 17+ 1 10+ 03 <1
6-MAA 7+ 4 2+ 1 n.b.

*Person Nr. 2; ** Person Nr. 4; ***Person Nr. 5 (Nummerierung s. Abs. |£_1.2.1)

Tabelle 2.2: Prozentuale Anteile der benzylischen Alkohole und iibriger Metaboliten
an eingesetztem 1-MP und 1-EP in Inkubationen mit rL. und rLA. Die Differenz aus ein-
gesetztem Substrat und wiedergefundenem Substrat sowie gebildetem Alkohol ergibt
den Prozentsatz iibriger Metaboliten. Diese Anteile beziehen sich auf die in Tab.
aufgefiihrten Ergebnisse.

alkPAK rL, % rLA, %

Alkohol tibrige Metaboliten ~ Alkohol {ibrige Metaboliten
1-MP 17 20 2 53
1-EP 4.8 39 6,5 43
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2 Ergebnisse

¢ Unter den MP zeigten 1-MP, 1,6- und 1,8-DMP die hochsten Umsatzraten bei
den Rattenlebermikrosomen.

¢ Die insgesamt hochsten Umsatzraten erreichten Mikrosomen Aroclor behandel-
ter Ratten, besonders bei EP- und 1-MP-Derivaten.

¢ Die humanen Lebermikrosomen wiesen die niedrigsten Hydroxylierungsraten
auf, insbesondere bei den Benzo[a]pyrenderivaten waren hier z.T. keine Umset-
zungen zu beobachten.

Hinsichtlich der deutlichen Unterschiede zwischen den Hydroxylierungsraten der
Pyren- und Benzo[a]pyrenderivate stellte sich im Verlauf dieser Arbeit die Frage, ob
die Versuchsbedingungen fiir die Benzo[a]pyrenderivate ungeeignet waren. Es wurde
daher fiir 6-MBP die Wiederfindung fiir den benzylischen Alkohol sowie die Gesam-
tumsatzrate bestimmt. Desweiteren wurde die maximale Bildungsrate fiir 6-HMBP bei
Variation der Substrat- und Proteinmenge ermittelt. Die Wiederfindung fiir 6-HMBP
betrug 77+6 % bei Inkubation mit Rattenlebermikrosomen ohne Cofaktoren. Fiir 6-
MBP ergab sich bei Inkubation mit Rattenlebermikrosomen von Tieren ohne Aroclor-
behandlung eine Wiederfindung von 76+3 % ohne Cofaktoren und mit Cofaktoren
von nur noch 29,541 %. Hieraus errechnete sich eine Gesamtumsatzrate von etwa 46 %,
wobei der Anteil an 6-HMBP bei <4 % lag. Die ermittelte niedrige Bildungsrate des ben-
zylischen Alkohols war daher realistisch und nicht auf einen per se geringen Metabo-
lismus zuriickzufiihren. Eine Verringerung der Substratkonzentration von 12 uM auf
1pM, um mogliche Loslichkeitsprobleme auszuschliefsen, und eine Variation der Pro-
teinmenge ergab fiir 6-HMBP eine maximale Bildungsrate von 2742 pmol/mg/min
bei 25pug mikrosomalem Leberprotein von nicht behandelten Ratten. Die Inkubati-
onszeit wurde bei allen Messungen bei 30 Minuten belassen. Gegeniiber den nicht
optimierten Versuchsbedingungen ergab sich eine marginale Erhohung des Umsatzes
von 15+4 pmol/mg/min auf 2742 pmol/mg/min, der jedoch noch immer deutlich
unter den Umsatzraten fiir die Pyrenderivate lag. Mit diesen Ergebnissen der Unter-
suchungen zur Eignung der Versuchsbedingungen fiir Benzo[a]pyrenderivate wurde
der Trend untermauert, dass alkylierte Benzo[a]pyrenderivate schlechter benzylisch
hydroxyliert werden als die alkylierten Pyrene.

2.1.2 Zellkultur

Die Umsatzraten der Mikrosomen aus humanen Leberproben waren bei allen unter-
suchten alkPAK niedriger als die der Rattenlebermikrosomen. Aktivititen waren zu-
mindest mit den Pyrenderivaten auch mit Humanlebermikrosomen gut messbar. Der
Einfluss der Aroclorinduktion bei den Rattenlebermikrosomen deutete auf die Beteili-
gung von induzierbaren Enzymen wie CYP1A1 bei der benzylischen Hydroxylierung
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2 Ergebnisse

hin. Es war daher von besonderem Interesse zu erkennen, welche humanen Enzyme
in welchem Umfang zur Hydroxylierung der alkPAK beitrugen. Die Untersuchungen
hierzu wurden an lebenden V79-Zellen, die die entsprechenden CYP heterolog expri-
mieren, durchgefiihrt. Fiir diese Untersuchungen wurden die vier beziiglich ihrer Bil-
dung von benzylischen Alkoholen vermutlich bedeutendsten Enzyme hCYP1A1, 1B1,
3A4 und 1A2 ausgewdhlt und mit 1-, 2- und 4-MP, 1-, 2- und 4-EP und 1,6-DMP inku-
biert. Diese Ergebnisse sind in Tab. [2.3| zu sehen. Die Substratkonzentration von 1 uM
ist nach Untersuchungen zur Zytotoxizitdt von 2-MP an V79-hCYP1A1 Zellen mittels
[PH]Thymidin-Einbau festgelegt worden (Abs. . Hierbei erwiesen sich die bei den
Untersuchungen von Engst u. a.| (1999) verwendeten 10 M bereits als zytotoxisch. Die
Inkubationszeiten sind dem z.T. sehr schwankenden Zellwachstum angepasst worden,
so dass sie bei 1-MP 4h, 1-, 2- und 4-EP 8h und 1,6-DMP 24h betrugen. Eine bis
zu 10-stiindige Inkubation von 2- und 4-MP ergab keine Bildung der entsprechenden
benzylischen Alkohole, wobei Positivkontrollen mit 1-MP die Versuchsbedingungen
absicherten.

Tabelle 2.3: Bildungsraten der jeweiligen benzylischen Alkohole aus den aufgefiihrten
alkPAK in hCYP-profizienten V79-Zellen mit einer Substratkonzentration von 1uM.
Die Inkubationszeiten betrugen bei 1-MP 4 h, bei 1-, 2- und 4-EP 8 h und bei 1,6-DMP
24 h. Die 10-stiindigen Inkubationen von 2- und 4-MP ergaben keine Alkoholbildung.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei Doppelbestimmungen mit Range.

Zelllinie pmol/ 10° Zellen/4 h

1-MP 1-EP 2-EP 4-EP 1,6-DMP

V79 hCYP1A1 1441 73410 44415 78+10 17&£1
V79 hCYP1A2 24+1 12404 8+5 72 0,6%0,2
V79 hCYP3A4 7+1 59£12 <0,5+£8 2+0,2 01

V79 hCYP1B1 27+4 82+3 68+35 71+20 1,2+0,6

2.1.3 Hydroxyethylpyrene: Positionsisomeren- und Enantiomerenbildung

Bei der benzylischen Hydroxylierung von EP kann sowohl der primédre w-Alkohol
als auch der sekundére a-Alkohol gebildet werden. Der a-Alkohol hat mit dem ben-
zylischen Kohlenstoff ein chirales Zentrum. Aufgrund der Stereoselektivitdt einiger
konjugierender Enzyme wie beispielsweise der hSULT1E1 oder 2A1 ist eine mogliche
stereoselektive Bildung der HEP von Bedeutung (Landsiedel u.a., |1998; Sheng und
Duffell, [2003).
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2 Ergebnisse

Einige Proben aus Inkubationen der drei EP mit den verschiedenen Mikrosomenar-
ten wurden zur Analyse der gebildeten Positionsisomere und Enantiomere einer Tren-
nung mittels einer chiralen HPLC-Sdule unterworfen. Die Bildung des w-Alkohols
konnte dabei aufgrund fehlender Standards von 2- und 4-w-HEP lediglich fiir 1-w-
HEP untersucht werden. In keiner der analysierten Inkubationen mit Rattenlebermi-
krosomen oder humanen Lebermikrosomen wurde 1-w-HEP nachgewiesen. Fiir die
«-HEP-Enantiomere wurden die in Tab. aufgefithrten Enantiomerentiberschiisse
beobachtet. Eine deutliche Stereoselektivitdat zugunsten des (+)-Enantiomers ergab sich
bei Ratte wie Mensch fiir 2- und 4-a-HEP. Dies war fiir 1-a-HEP nicht der Fall: rL er-
gab einen leichten Uberschuss an (-)-1-a-HEP, hL. umgekehrt einen fiir (+)-1-a-HEP
und eine Aroclorinduktion fiihrte bei der Ratte zu einem deutlichen Uberschuss des
(+)-Enantiomers.

Tabelle 2.4: Ergebnisse der Enantiomeren-  verwendete  Epantiomer Enantiomeren-
trennungen fiir 1-, 2- und 4-a-HEP von _ Mikrosomen Gberschuss, %
jeweils einer reprdsentativen Probe der (-)-1-a-HEP 60
verschiedenen Mikrosomenarten. Die Auf- 1 A (+)-1-a-HEP 87
trennung erfolgte mittels chiraler HPLC 11 (+)-1-a-HEP 55
und Fluoreszenzdetektion (Abs. .

rL (+)-2-a-HEP > 99

rLA (+)-2-a-HEP > 99

hL (+)-2-a-HEP 89

rL (+)-4-a-HEP > 99

rLA (+)-4-a-HEP > 99

hL (+)-4-a-HEP > 99

2.2 Stabilitat und Bildung benzylischer Schwefelsaureester

2.2.1 Halbwertszeiten

Die Halbwertszeiten der Schwefelsdureester der in dieser Arbeit verwendeten benzy-
lischen Alkohole wurden in reinem Wasser mit 1% Dimethylsulfoxid (DMSO) {iber
HPLC mit Fluoreszenzdetektion bestimmt, soweit keine anderen Angaben gemacht
werden (Abb. Abs. [£2.3). Die Ergebnisse der Messungen sind in Tab. 2.5 darge-
stellt.

In Abhéngigkeit von den Positionen der Alkylsubstituenten in Pyrenderivaten war
die Reaktivitdtsfolge: 1>4>2. Die Sulfoxyethylpyrene (SEP) waren insgesamt reaktiver
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Abbildung 2.1: Ausschnitt aus einem HPLC-Fluoreszenz-Chromatogramm eines Stan-
dards mit je 400nM 2-SMP und 2-HMP. Die Retentionszeiten betrugen 7,5 bzw.
18.2 min. Die Chromatographiemethode ist in Abs. [4.5.3| beschrieben.
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2 Ergebnisse

Tabelle 2.5: Halbwertszeiten ben-

Substanz T,°C tip

zylischer Schwefelsdureester der

alkPAK in Wasser. Die Losun-  1-SMP™* 37 5,2 min
gen enthielten 1 oder 10 % DMSO 2-SMP# 37 >6 Tage
und wurden iiber HPLC mit Fluo-  4-SMP"* 37 67 h
reszenzdetektor oder iiber Mas-  1-a-SEP* 20 1,7 min
senspektrometrie vermessen. Die  2-#-SEP e 37 72 min
Temperatur wurde bei sehr niedri- ~ 4-&-SEP* 37 12" min

gen Halbwertszeiten aus methodi- 1-SM-6-MP* 20 1,9 min
schen Griinden auf 20°C gesenkt  1-SM-8-MP be 37 2 min

b,d .
(Abs. 4.2.3). 6-SMBP" 20 1,2 min
- 6-a-SEBPPA 20 2 min

10-SMBP?!< 37 56 min

710 % DMSO

b 1% DMSO

¢ mittels HPLC-Fluoreszenz bestimmt
4 mittels MS bestimmt

¢ kein Zerfall tiber 6 Tage

als die homologen Methylpyrenester. Fiir die Alkylbenzo[a]pyrensulfate zeigte die Po-
sition 6 eine hohere Reaktivitat als Position 10.

2.2.2 Sulfonierung benzylischer Alkohole durch humane Sulfotransferasen

In der vorliegenden Arbeit wurden alle elf derzeit bekannten hSULT-Formen (Abs.
und Tab. auf ihre Fahigkeit 2-HMP und 2-a-HEP zu sulfonieren untersucht. Diese
beiden benzylischen Alkohole werden zu Schwefelsdureestern umgesetzt, deren Sta-
bilitdt eine einfache Messung der Sulfonierungsaktivitdat ermoglicht. Hierzu wurden
Cytosole aus hSULT profizienten S. typhimurium TA1538(a), PAPS und die benzyli-
schen Alkohole inkubiert und die Uberstinde der Inkubationen nach Abstoppen der
Reaktion mittels HPLC-Fluoreszenz analysiert. Die verwendeten Methoden sind in
Abs. .2.4 und [£.5.3| beschrieben. Die erhaltenen Daten sind in Tab. 2.6| aufgefiihrten.
Fir die Bildung der Schwefelsdureester ergab sich mit abnehmender maximaler Akti-
vitdt:

2-SMP: hSULT1C2 > 1E1 > 1A2 = 1A1 > 1C1 = 2A1 > 1A3 > 1B2
2-0-SEP: hSULT1A2 > 1E1 ~ 1A1 > 1C1 > 2A1 > 1C2 > 1A3 > 1B2

Insgesamt waren mit Ausnahme von hSULT1A2, die fiir 2-x-SEP deutlich hohere Bil-
dungsraten aufwies, und hSULT1B1, die dhnliche Bildungsraten zeigte, alle Sulfonie-
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rungsraten von 2-HMP hoher als von 2-a-HEP. Die grofiten Unterschiede hinsichtlich
der maximalen Aktivitdt zeigten hSULT1A2 und 1C2. Die Sulfonierung von 2-HMP
erfolgte durch hSULT1C2 42-fach starker als die von 2-a-HEP, die hSULT1A2 war bei
der Sulfonierung von 2-a-HEP dreieinhalbfach aktiver. Bei hSULT1C1 und 1E1 war ein
Affinitdtsunterschied zu verzeichnen, da hSULT1E1 fiir 2-SMP bereits bei 1,6 uM, fiir
2-a-SEP allerdings erst bei 50 uM die maximale Bildungsrate aufwies; fiir hSULT1C1
war die maximale Aktivitdt bei 2-HMP bei einer Inkubation von 50 uM hoher als die
von 2-a-HEP, die jedoch schon bei 10 uM erreicht wurde. Hieraus konnte gefolgert
werden, dass hSULT1C2 und 1E1 die dominanten Formen fiir die Bildung des Sul-
foxymethylpyrens waren. Fiir die Bildung des Ethylderivates waren hSULT1A2, 1E1
und 1A1 die wichtigsten Formen.

2.3 Transport benzylischer Schwefelsaureester

2.3.1 Albuminbindung

In Zusammenarbeit mit Hiibel (2007) wurde mittels Gleichgewichtsdialyse fiir die
Bindung von 2-SMP an Rinderserumalbumin (BSA) eine Dissoziationskonstante von
0,059 - 10~® M bestimmt. Dies weifdt die Bindung von 2-SMP an BSA als hoch affin aus.
Interaktionsversuche mit Probenecid und DHEA-S ergaben nur fiir DHEA-S einen
Einfluss auf die Gleichgewichtslage sowie die Bindungskapazitit. Die Zugabe von
Probenecid hatte keinen Effekt. Aufgrund von Ergebnissen in Vorversuchen, die kei-
nen Unterschied zwischen humanem Serumalbumin und BSA zeigten, wurden alle
Versuche letztlich mit BSA durchgefiihrt.

Desweiteren wurde mittels Fluoreszenzanalyse eine Dissoziationskonstante von
18 -10~° M bestimmt. Aufgrund des methodisch notwendigen Uberschusses an 2-SMP
gegeniiber BSA handelte es sich hierbei um eine weitere, niedrig affine Bindungsstelle.

2.3.2 Zellulare Aufnahme tber humane organische Anionentransporter

Zur Untersuchung, ob die benzylischen Schwefelsdureester Substrate fiir OAT1, 3 und
4 darstellen, wurden rekombinante Zellen der humanen epithelialen Nierenzellline T-
REx HEK293-hOAT1/3/4 verwendet (Abs. £.2.5). Die Wechselwirkungen der Sulfate
mit den jeweiligen Transportern konnen mittels verschiedener Methoden nachgewie-
sen werden:

¢ Hemmung der Aufnahme von radioaktiv markierten Standardsubstraten wie
[Glycyl-2-*H]p-Aminohippurat und [6,7->H(N)]Estronsulfat fiir hOAT1 bzw.
hOAT3 und 4.
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Tabelle 2.6: Bildung von 2-SMP
und 2-a-SEP in Inkubationen
(15min) mit hSULT profizien-
ten S. typhimurium-Cytosolen
(75ng), den entsprechenden
benzylischen Alkoholen sowie
50mM TRIS-Puffer (pH 7,0)
mit 50pM  PAPS und 5uM
Magnesiumchlorid.  Dargestellt
sind die Bildungsraten bei den
entsprechenden Substratkon-
zentrationen bezogen auf den
SULT-Proteingehalt im Cytosol
nach Meinl u.a. (2006) jeweils
als Mittelwert einer Doppelbe-
stimmung. Folgende Enzyme
zeigten bei den getesteten Kon-
zentrationen von 1,6; 10; 50 pM
keine messbaren Aktivitdten:
hSULT1C3, 2Bla/b und 4Al.
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hSULT ¢, uM pmol/mg/min
2-SMP  2-a-SEP
1A1 50 11400 18400
10 22800 3600
1,6 12600 0
1A2 50 26800 74800
10 26300 95000
1,6 15200 0
1A3 50 14000 4900
10 3500 0
1,6 0 0
1B1 50 300 500
10 400 200
1,6 0 0
1C1 50 18600 8000
10 16000 10900
1,6 8400 6500
1C2 50 281000 6600
10 142600 1900
1,6 16900 0
1E1 50 8800 19300
10 24200 0
1,6 52900 0
2A1 50 9200 6600
10 18200 8800
1,6 2000 300
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¢ Quantitativer Nachweis von DNA-Addukten in behandelten Zellen mittels 32P-
Postlabeling, besonders bei der Verwendung instabiler Isomere wie 1-SMP.

* Quantitativer Nachweis der Schwefelsdureester in Zelllysaten mittels HPLC-
Fluoreszenz, nur geeignet bei stabileren Isomeren wie 2- und 4-SMP.

Die Experimente zu diesem Projektteil wurden in Zusammenarbeit mit BAkaIYA und
HuBEeL durchgefiihrt. Sie waren fiir die Zellkultur und das 3*P-Postlabeling zustindig.
Die eigene Arbeit bestand in der Durchfiihrung der HPLC-Analysen.

Eine Interaktion von 2- und 4-SMP mit den Transportproteinen konnte durch die
Reduktion der Aufnahme der radioaktiven Standardsubstrate (hOAT1: [Glycyl-2-*H]-
p-Aminohippurat, hOAT3 und 4: [6,7-*H(N)]Estronsulfat) bis auf das Niveau der ent-
sprechenden Kontrollzellen ohne Transporterexpression nachgewiesen werden. Eine
kinetische Analyse ergab fiir alle drei Transporter eine kompetitive Hemmung durch
4-SMP und K;-Werte von hOAT1 5,1 uM und hOAT3 sowie hOAT4 1,9 uM.

Zum Nachweis eines aktiven Transports wurden in den nachfolgend beschriebenen
Experimenten zum Einen die DNA-Addukte, zum Anderen die absoluten intrazel-
luldren Konzentrationen zwischen Transporter exprimierenden Zellen und Kontroll-
zellen verglichen. Hierbei zeigte sich fiir 1-SMP (10 uM) bei hOAT1 ein vierfach und
bei hOAT3 ein dreifach hoheres DNA-Adduktniveau, welches sich durch Zugabe des
klassischen OAT-Inhibitors Probenecid auf die Hohe der Kontrollzellen reduzierte. Die
Bestimmung der intrazelluldren 4-SMP Konzentrationen ergab gegeniiber den Kontrol-
len fiir hOAT1 dreifach, fiir hOAT4 zweieinhalbfach und fiir hOAT3 anderthalbfach
hohere Werte. Diese Substanzaufnahme in die Zellen konnte wiederum durch die Zu-
gabe von Probenecid auf das Maf} der Kontrollzellen reduziert werden (Tab. Daten
zu hOAT4 bisher unveroffentlicht) (Bakhiya u. a., [2006).

Weiterhin wurde die Aufnahme von 2-SMP in hOAT1-profiziente Zellen in Gegen-
wart von BSA durch |Hiibel| (2007) untersucht. Hierbei konnte in Abhédngigkeit von der
BSA-Konzentration eine Reduktion der Aufnahme beobachtet werden, die der Auf-
nahme der berechneten freien Konzentration entsprach. Die freie Konzentration wur-
de unter Annahme einer Dissoziationskonstanten von 0,059 - 10~® M nach [Friedhoff
(2006) berechnet.

2.4 Metabolismus in vivo

2.4.1 Substratauswahl fiir in-vivo-Untersuchungen

Die Analyse des Metabolismus von alkPAK in vivo in der Ratte wurde im Rahmen
dieser Arbeit exemplarisch mit 1-HMP und 1-Hydroxymethyl-8-methylpyren (1-HM-
8-MP) durchgefiihrt, die aufgrund folgender Kriterien ausgewahlt worden sind:
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Tabelle 2.7: Aufnahme von 4-
SMP in hOAT-profiziente T-REx
HEK?293-Zellen. Die Zellen wurden
ftir 15min mit 10 puM 4-SMP inku-
biert, anschlieffend gewaschen und
lysiert und das Lysat mittels HPLC-
Fluoreszenz untersucht (Abs.
und @.53). Aufgefiihrt sind die
relativen Aufnahmen im Vergleich
zu nicht transfizierten Kontroll-
zellen mit und ohne Hemmung
durch Probenecid (1mM). Der
absolute Wert fiir die Aufnahme
an 4-SMP in Kontrollzellen be-
trug 380465 pmol/mg Protein/15
min. Angegeben sind Mittelwer-
te mit Standardabweichung aus
vier unabhdngig  durchgefiihr-
ten Experimenten (Bakhiya u.a.,
2006), (Daten zu hOAT4 bisher
unveroffentlicht).

Zelllinie relative Aufnahme von 4-SMP, %
ohne Probenecid mit Probenecid

Kontrollzellen 100

hOAT1 295448 120424

hOAT3 166422 108411

hOAT4 265+31 130+15
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1,20 - 2-SMP-Aufnahme,
nmol/mg Protein/20 min

1,00 -

0,80 -

0,60 -

0,40 -

0,20 4

i

0/10 20/0,052 80/0,0075 320/0,0017

0,00

CBSA (links) PZW. C2.smP (rechts), MM

B hOAT1 mit 10 pM 2-SMP und verschiedenen Konzentrationen an BSA

OhOAT1 mit 2-SMP entsprechend der berechneten freien Konzentration, die durch Zugabe der
jeweiligen BSA-Konzentration erreicht wird

Abbildung 2.2: Aufnahme von 2-SMP in hOAT1 profiziente T-REx HEK293-Zellen in
Abhéngigkeit von BSA. Die Zellen wurden zum Einen mit 10 pM 2-SMP in Gegen-
wart von 0, 20, 80 und 320 uM BSA inkubiert (links), zum Anderen wurden die auf-
grund der Dissoziationskonstante zu erwartenden freien 2-SMP-Konzentrationen bei
den entsprechenden BSA-Konzentrationen berechnet und die Zellen mit diesen inku-
biert (rechts; 10, 0,52, 0,075, 0,0017 pM). Die Inkubation allgemein und die Analyse
der intrazelluldren 2-SMP-Konzentration erfolgte wie in Tab. 2.7/ bzw. Abs. und
beschrieben. Dargestellt ist hier die Aufnahme von 2-SMP als Mittelwert einer
Dreifachbestimmung mit Standardabweichung.
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1. In den in-vitro-Untersuchungen zeigten diese benzylischen Alkohole die
hochsten Bildungsraten bei unbehandelten Rattenlebermikrosomen (1-HMP
176 pmol/mg/min, 1-HM-8-MP 137 pmol/mg/min, Tab. .

2. In den untersuchten Matrices konnen die entsprechenden alkPAK 1-MP und 1,8-
DMP nachgewiesen werden, so dass von einer humanen Exposition ausgegangen
werden kann (Tab. [1.1).

3. Die benzylischen Schwefelsdureester 1-SMP und 1-SM-8-MP weisen niedrige
Halbwertszeiten (1-SMP 5,2 min, 1-SM-8-MP 2 min bei 37 °C, Tab. und ho-
he Mutagenitdten im Ames-Test auf (1-SMP 250 Revertanten/nmol, 1-SM-8-MP
1200 Revertanten/nmol, Tab. . Daher ist von einer genotoxischen Gefadhrdung
durch die Exposition gegentiiber diesen Substanzen auszugehen.

2.4.2 Metabolismus von 1-Hydroxymethylpyren

Der benzylische Alkohol 1-HMP des alkPAK 1-MP wurde intraperitoneal, gelost in
DMSO mit einer Dosis von 83,3 uM/kg KM an méannliche adulte Ratten verabreicht
(Abs. [4.3). Die Einzelhaltung der Tiere in Stoffwechselkifigen ermdglichte die Samm-
lung von Urin und Féizes. Diese Proben wurden auf ihr Metabolitenspektrum sowie
auf den Gehalt an 1-MPMA und 1-PCS untersucht.

Metabolitenspektrum

Das typische Metabolitenspektrum einer 24 h-Urinprobe einer 1-HMP behandelten
Ratte ist in Abb. [2.3|dargestellt. Die schwarz ausgefiillten Peaks des Chromatogramms
weisen auf ein Pyrenchromophor im UV-Spektrum hin und wurden in die Quantifi-
zierung einbezogen. Bei dieser Quantifizierung tiber die UV-Signalstdrke bei 245nm
dominieren zwei Metaboliten mit einem Anteil von jeweils 30 % das Metabolitenspek-
trum.

Bei dem Metaboliten mit einer Retentionszeit von 4,40 min handelt es sich um 1-PCS.
Ihr Nachweis erfolgte mittels Massenspektrometrie sowohl im negativen wie im posi-
tiven Elektrospray-Ionisationsmodus. Bei einer negativen Ionisation erhielt man das
deprotonierte Molekiil [M - H]™ mit einer Masseladungszahl von m/z 245 (Abb. .
Dessen CID-Analyse ergab das Produkt-Ion von m/z 201. Der Massenverlust von m/z
44 ist charakteristisch fiir Carbonsduren. Bei der positiven Ionisation erfolgte eine ,In-
Source”-Fragmentierung, bei der Wasser abgespalten wurde und ein Ion [M+HT -
H,O]" mit m/z 229 entstand. Diese Fragmentierung ist in Abb. 2.5[schematisch darge-
stellt.
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UV-Chromatogramm
T21-2 Sm (Mn, 2x3) 2: Diode Array
2.95 245
8.0e-2 Range: 8.257e-2
bl Time Height Area Area%
B 1.31 15040 797.41 18.38|
k| 295 78846 1523.70 35.12
7.0e-2 309 3056 4722  1.09
E 440 314 2121 2867 066
] ’ 3.34 6273  238.03 5.49
6.06-2-] 342 4092 5455 1.2
1 3.73 6344  266.58 6.14
B 3.92 5110 85.45 1.97|
k| 440 61758 1297.51 29.90
5.06-2*:
> ]
< 4.06-2*:
3.0e-2]
2.0e-2]
1.0e-2] 373 3.92
007 T T T T T T T T T T T T T T T T T T \““\Time
1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00

Abbildung 2.3: UV-Chromatogramm bei 245 nm einer Rattenurinprobe. Dem Tier wur-
den 83,3 pumol/kg KM 1-HMP i.p. appliziert (Abs.[4.3), der Urin iiber 24 h gesammelt
und 1 zu 10 verdiinnt mit der Methode aus Abs. [4.5.5] vermessen.

35



2 Ergebnisse

MS-Spektrum

T21-2 2409 (4.461) Cn (Cen,4, 80.00, Ht); Sm (Mn, 2x0.90); Cm (2402:2416-(2374:2393+2426:2445)x3.000)

100+ 245.1

1: Scan ES-
7.40e5

0 T T T T " T 1 T t T T Ramsusanne
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290

bt bt AL myz
320

Abbildung 2.4: MS-Spektrum des Metaboliten mit R; 4,40 min (1-PCS) im negativen
Elektrospraymodus. Bei der Urinproben handelt es sich um 24-Stunden Urin einer mit
83,3 umol/kg KM 1-HMP behandelten Ratte, der 1 zu 10 verdiinnt wurde und nach
der Methode in Abs. mit den MS-Einstellungen in Tab. [4.2] vermessen wurde.

201
Abbildung 2.5: OO
Fragmentierungsstellen bei negati-
ver (links) bzw. positiver (rechts) O‘

Elektrosprayionisation von 1-PCS
(u=246).
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Das deprotonierte Molekiil des bei 2.95 min eluierenden Metaboliten wies eine Mas-
seladungszahl von m/z 341 auf. Als weitere Fragmente aus diesem Molekiilion ergaben
sich: m/z 297, 261, 217 und 80 (Abb. . In Analogie zu den Ergebnissen von Ma (2001)
kann angenommen werden, dass es sich bei diesem Metabolit um einen Schwefel-
saureester eines Ringhydroxylierungsprodukts der 1-PCS handelt. Eine schematische
Darstellung der Fragmentierung ist in Abb.[2.7|zu sehen.

1-Methylpyrenylmercaptursaure, 1-MPMA

Der Nachweis der 1-MPMA aus Urin und Fazes erfolgte nach Extraktion und Auf-
konzentrierung durch eine Festphasenextraktion (Abs. mittels UPLC-MS/MS
mit ,Multiple Reaction Monitoring” (MRM) im negativen Modus (Abs. [4.5.6). Hierbei
wurde parallel die Entstehung zweier Produkt-lonen zur Identifizierung herangezo-
gen. Das deprotonierte Molekiil [M - H]™ trug die Masseladungszahl m/z 376. Nach
dem fiir Mercaptursduren charakteristischen Neutralverlust der N-Acetyl-2-aminopro-
pionsdure (m/z 129), erhielt man als Produkt-Ion m/z 247. Eine Abspaltung der gesam-
ten Seitenkette, des N-Acetyl-S-methylcysteins, fithrte zum zweiten aufgezeichneten
Produkt-Ion, dem Pyrenylion (m/z 201). Diese Fragmentierung ist in Abb. schema-
tisch dargestellt.

Die Wiederfindung in Urin- und Fézesproben betrug nach der in Abs. [#.4.2|beschrie-
benen Festphasenextraktion 91 % bzw. 95 %. Die Nachweisgrenze der gesamten Metho-
de lag bei jeweils 10 ppb in Urin oder Fézes.

In einem Vorversuch wurde der Urin von 1-HMP behandelten Tieren in verschie-
denen Zeitspannen gesammelt. Tab. stellt den zeitlichen Verlauf der 1-MPMA-
Ausscheidung dar. Es zeigte sich, dass 96 % der iiber 72h nach Applikation gefun-
denen Menge innerhalb der ersten 24 h ausgeschieden wurde. Dieses Ergebnis deckt
sich mit den Ergebnissen von Ma| (2001). Fiir die weiteren Analysen wurde daher der
Urin der ersten 24 h nach 1-HMP-Gabe gesammelt.

Innerhalb der ersten 24h wurden bei den vier in die Auswertung einbezogenen
Ratten im Mittel 177 ppm des applizierten 1-HMP in Form der Mercaptursdure aus-
geschieden (Tab. . Auch diese Daten entsprechen den Ergebnissen von Ma| (2001).
Der grofiere Anteil (ca. 70 %) wurde iiber die Niere in den Urin sekretiert.

Eines der fiinf behandelten Tiere konnte nicht in die Auswertung mit einbezogen
werden, da es wahrend des Versuches nichts gefressen hatte, obwohl Futter zur Verfii-
gung stand. Die zum Teil recht groflen Unterschiede zwischen den einzelnen Tieren
(bis zu Faktor 6 bei den Urinproben) sind nicht ohne Weiteres zu erkldren. Die Wie-
derfindung sowie die Standards bei der Messung ergaben keinen Anlass zur Beanstan-
dung und auch aus den Beobachtungen der Tiere sowie den Befunden bei der Sektion
konnten hierzu keine Schliisse gezogen werden. Es muss daher davon ausgegangen
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MS-Spektrum
T21 Daughter341coll10 170 (3.394) Cn (Cen,4, 80.00, Ht); Sm (Mn, 2x0.20); Cm (169:174-(176:188+144:167)x3.000)

100 341.0_ 3.13e5
o\o,
261.3
260.9
296.7
0 o e o e e e e e “ Bassansass: ““‘ jpasaaanssasaanl 11174
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
MS-Spektrum
T21 Daughter341coll18 170 (3.394) Cn (Cen,4, 80.00, Ht); Sm (Mn, 2x0.20); Cm (169:172) 1: Daughters of 341ES-
261.3 4.55e5
100
260.9
°\°,
217.2 3411
80.2 170.6 283 3405 ‘
U UV Y T SSU SMSUURSS GO NUNUSUISHUSHUUURISS ) PRGN | NESUUISS ISP SS Y BISE SO 7“ ' m/z
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

Abbildung 2.6: Produkt-Ionenscans von my/z 341 mit Kollisionsenergien von 10eV
(oben) und 18eV (unten) im negativen Elektrospraymodus. Als Probe wurde eine
24-Stunden Urinprobe einer mit 83,3 umol/kg KM 1-HMP behandelten Ratte verwen-
det, die 1 zu 10 verdiinnt wurde und nach der Methode in Abs. mit den MS-
Einstellungen in Tab. 4.2| vermessen wurde.
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Abbildung 2.7:
Fragmentierungsstellen des phe-
nolischen Schwefelsdureesters
der 1-PCS (u=342) bei negativer
Elektrosprayionisation.

[M-H]” = 341

247 129 o

Abbildung 2.8: O‘
der

Fragmentierungsstellen
1-MPMA (u=377) bei negativer
Elektrosprayionisation.

Tabelle 2.8: Zeitlicher Verlauf der Ausscheidung von 1-MPMA im Urin nach Applika-
tion von 83,3 umol/kg KM bei einer Ratte (Abs. Analysemethoden Abs.

und Tab. 4.2).

Zeit, h  1-MPMA, pmol 1-MPMA-Anteil an Anteil an gesamter
applizierter Dosis, ppm 1-MPMA-Ausscheidung, %

0-8 0,00218 151 39

8-24  0,00318 221 57

24-32 0,00009 6 1,6

32-48 0,00003 2 05

48-52 0,00004 3 0,8
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Tabelle 2.9: Ausscheidung von 1-MPMA innerhalb von 24 h nach Verabreichung von
83,3pumol/kg KM 1-HMP. Dargestellt sind die Ergebnisse ausgedriickt in ppm der
Dosis von 1-HMP fiir vier einzelne Ratten. Die Tierhaltung ist in Abs. die Analy-
semethoden in Abs. und [4.5.6| sowie Tab. 4.2 beschrieben.

Tier, Nr Fézes, ppm Urin, ppm Gesamt, ppm Fazes, % Urin, %

21 39,6 43,0 82,6 48,0 52,0
22 19,9 314,0 333,9 6,0 94,0
23 57,3 151,0 208,3 27,5 72,5
24 26,5 56,7 83,2 31,9 68,1

werden, dass diese Schwankungen entweder durch unterschiedliche Bioverfiigbarkeit
der Substanz oder interindividuellen Unterschiede hervorgerufen wurden. Bei den
Ergebnissen von Ma (2001) traten sowohl bei den Untersuchungen zum zeitlichen
Verlauf als auch bei Untersuchungen mit Modulatoren bei der renalen Ausscheidung
von 1-MPMA bei mannlichen Ratten interindividuelle Schwankungen bishin zu einem
Faktor von Zehn auf.

1-Pyrenylcarbonséure, 1-PCS

Die 1-PCS stellt, wie bereits zuvor erwdhnt, einen der beiden Hauptmetaboliten im
Urin dar. Thr Anteil an den Metaboliten mit Pyrenchromophor im Urin betrdgt im
Mittel tiber 24h 30 %, wie aus dem Chromatogramm in Abb. ersichtlich ist. Die
Daten aus Tab. zeigen, dass durchschnittlich 1,8 % der applizierten 1-HMP-Dosis
in 24 h als 1-PCS tiber den Urin ausgeschieden werden.

Tabelle 2.10: Ausscheidung

Tier 1-PCS, umol % der Dosis
von 1-PCS im Urin der ersten

24h nach Applikation von 21 0,191 15
83,3umol/kg KM 1-HMP bei 22 0,305 24
vier Ratten. Die Tierhaltung 23 0275 22
ist in Abs. die Analyseme- 24 0,083 0,6

thoden in Abs. und 4.5.5
sowie Tab. beschrieben.
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2.4.3 Metabolismus von 1-Hydroxymethyl-8-methylpyren

Der benzylische Alkohol 1-HM-8-MP wurde ebenso wie 1-HMP intraperitoneal, ge-
16st in DMSO mit einer Dosis von 83,3 pumol/kg KM an mannliche, adulte Ratten
verabreicht (Abs. [4.3). Die Probensammlung und -analyse erfolgte analog zu den mit
1-HMP behandelten Tieren (Abs. [2.4.2).

Metabolitenspektrum

Wie Abb. zeigt, wurden die iiber den Urin ausgeschiedenen Metaboliten des 1-
HM-8-MP von der im Folgenden ndher charakterisierten Verbindung mit einer Reten-
tionszeit von 3,68 min dominiert. Diese Verbindung machte bei 245nm knapp 70 %
der Metaboliten aus, die ein Pyrenchromophor aufweisen. Diese sind in Abb. als
schwarz hinterlegte Signale dargestellt.

Charakterisierung des Metaboliten mit R; 3,68 min

Das Signal bei 3,68 min des UV-Chromatogramms eines 1-HM-8-MP behandelten Tie-
res (Abb. wies bei negativer Elektrosprayionisation ein deprotoniertes Molekiil
mit m/z 275 auf, ein Produkt-lonenscan im negativen Modus ergab ein Produkt-Ion
mit m/z 231. Der Verlust von m/z 44 deutet auf eine Carbonsdure hin. Im positiven
Elektrosprayionisationsmodus wurde ein protoniertes Molekiil mit m/z 259 erhalten.
Dieser Befund direkter Wasserabspaltung am Molekiilion bestarkt den Hinweis auf ei-
ne Carbonsédure. Die Differenz von m/z 16 zwischen dem Produkt-Ion m/z 231 und dem
Methylpyrenylion deutet auf eine weitere Hydroxylierung hin. Bei diesem Metaboli-
ten handelt es sich somit aller Wahrscheinlichkeit nach um eine x-Hydroxy-8-methyl-
1-pyrenylcarbonsédure (x-OH-8-M-1-PCS). Die entsprechenden Massenspektren sind in
den Abb. 2.10} 2.1T| und .12 dargestellt. Da kein Standard vorliegt, erfolgt die Quan-
tifizierung anhand der Intensitdt des deprotonierten Molekiils m/z 275 relativ zu den
jeweiligen Kontrollproben.

1,8-Dimethylpyrenyl-1-mercapturséure, 1,8-DMPMA

Die Aufarbeitung der Urin- und Féazesproben zur Analyse auf 1,8-DMPMA erfolg-
te analog zu der der 1-MPMA-Proben (Abs. #.4.2). Fiir den Nachweis mittels UPLC-
MS/MS wurde ebenso ein MRM im negativen Modus durchgefiihrt (Abs. 4.5.6). Hier-
bei wurde parallel die Entstehung zweier Produkt-Ionen zur Identifizierung heran-
gezogen. Das deprotonierte Molekiil [M - H]™ hatte die Masseladungszahl m/z 390.
Nach dem fiir Mercaptursduren charakteristischen Neutralverlust der N-Acetyl-2-ami-
nopropionsdure (m/z 129), erhielt man als Produkt-Ion m/z 261. Eine Abspaltung der
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UV-Chromatogramm
T11-2 Sm (Mn, 2x3) 2: Diode Array
3.68 245
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Abbildung 2.9: UV-Chromatogramm bei 245 nm einer Rattenurinprobe. Dem Tier wur-
den 83,3 umol/kg KM 1-HM-8-MP i.p. appliziert, der Urin iiber 24 h gesammelt und
1 zu 10 verdiinnt mit der Methode in Abs. vermessen.
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MS-Spektrum
T11-2 2018 (3.737) Cn (Cen,4, 80.00, Ht); Sm (Mn, 2x0.90); Cm (2010:2022-(1977:2003+2036:2066)x3.000)
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2.81e6
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Abbildung 2.10: Deprotoniertes Molekiil mit m/z 275 im negativen Elektrospraymo-
dus. Dieser Metabolit eluiert bei der Analyse einer 24-Stunden Urinprobe einer mit
83,3 umol 1-HM-8-MP/kg KM behandelten Ratte nach 3,7 min (Analysebedingungen

siehe Abs. und Tab. 4.2).
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MS-Spektrum

T11-210706-2 3134 (3.695) Cn (Cen,d, 80.00, Ht); Sm (Mn, 2x0.75); Cm (3122:3157-(3164:3270+2990:3117)x3.000) 1: Scan ES+

100- 250.2
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1.87e5

m/z

Abbildung 2.11: Protoniertes Molekiil nach Wasserabspaltung mit m/z 259 im positi-
ven Elektrospraymodus. Dieser Metabolit eluiert bei der Analyse einer 24-Stunden
Urinprobe einer mit 83,3 umol 1-HM-8-MP/kg KM behandelten Ratte nach 3,7 min

(Analysebedingungen siehe Abs. und Tab. £.2).
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MS-Spektrum
T11-210706-1 242 (3.698) Cn (Cen,4, 80.00, Ht); Sm (Mn, 2x0.10); Cm (241:260-(261:360+152:231)x3.000)
.5

1004 9.52e4

I L .
210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260

Abbildung 2.12: Nachweis der Bildung des Produkt-lons m/z 231 nach CID-
Fragmentierung des deprotonierten Molekiils mit m/z 275 im negativen Elektrospray-
modus. Dieser Metabolit eluiert bei der Analyse einer 24-Stunden Urinprobe einer mit
83,3 umol 1-HM-8-MP/kg KM behandelten Ratte nach 3,7 min (Analysebedingungen

siehe Abs. und Tab. £.2).
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gesamten Seitenkette, des N-Acetyl-S-methylcysteins, fithrte zum zweiten aufgezeich-
neten Produkt-lIon, dem Methylpyrenylion (m/z 215). Diese Fragmentierung ist in
Abb. schematisch dargestellt. Die Wiederfindung und Nachweisgrenze wurden
fiir 1,8-DMPMA nicht bestimmt.

261 129
o
K
N” “CH,
S H
OH

215
Abbildung 2.13: H.C OO
Fragmentierungsstellen  der  1,8- ?
DMPMA  (u=391) bei negativer

Elektrosprayionisation.

Eine Untersuchung der 1,8-DMPMA-Ausscheidung wéahrend der ersten 24 h ergab
im Mittel 16,6 ppm der applizierten 1-HM-8-MP Dosis. Weiterhin war zu beobachten,
dass 90 % der 1,8-DMPMA tiber die Fizes eliminiert wurden. Die Daten hierzu sind

in Tab. aufgefiihrt.

Tabelle 2.11: Ausscheidung von 1,8-DMPMA innerhalb von 24 h nach Verabreichung
von je 83,3umol/kg KM 1-HM-8-MP an 5 Ratten (Abs. Analysemethoden

Abs. und Tab. [£.2])

Tier, Nr Fézes, ppm Urin, ppm Gesamt, ppm Fézes, % Urin, %

26 3 1,3 4,3 70,3 29,7
27 194 0,7 20,1 96,3 3,7
28 13,2 1,8 15,0 88,3 11,7
29 14,9 1,7 16,6 90,0 10,0
30 59,9 1,4 61,3 97,7 2,3

Die relativ grofien Schwankungen insbesondere bei der fiakalen Ausscheidung von
1,8-DMPMA konnen mehrere Ursachen haben. Bei Tieren mit geringer Ausscheidung
ist nicht auszuschlieflen, auch wenn bei der Sektion keine Punktion zu sehen war, dass
es dennoch zu einer Punktion des Caecums gekommen ist und somit die Substanz
nur teilweise tiber die Bauchhohle absorbiert wurde. Da es selbst bei einer Dosis von
250 pmol/kg KM zu sichtbaren Substanzablagerungen in der Bauchhohle gekommen

46



2 Ergebnisse

wat, ist nicht auszuschlieflen, dass bei dem hier verwendeten Drittel dieser Dosis, mi-
nimale, nicht direkt sichtbare Substanzablagerungen in der Bauchhohle die Bioverfiig-
barkeit einschrankten. Auch denkbar sind eine inhomogene Verteilung in den Fazes
trotz Homogenisation, wobei bei vereinzelt durchgefiihrten mehrfachen Bestimmun-
gen aus einer Probe maximal Schwankungen um den Faktor zwei auftraten (Daten
nicht gezeigt). Desweiteren sind auch bei den Untersuchungen von Ma| (2001) mit 1-
MPMA Schwankungen in der hier beobachteten Grofienordnung aufgetreten.

2.5 Modulation des Metabolismus

2.5.1 Inhibitoren der Sulfotransferasen
Pentachlorphenol

Eine Dosis von 40 ptM Pentachlorphenol wurde gelost in Wasser (10 ml/kg KM) oral
verabreicht. Die Kontrollgruppe erhielt lediglich Wasser. Die Applikation der benzyli-
schen Alkohole erfolgte 40 min nach der des Modulators bzw. Vehikels. Ein Tier der
Kontrollgruppe musste von der Auswertung ausgeschlossen werden, da es trotz Fut-
terangebot nichts gefressen hatte.

Die Vorbehandlung mit Pentachlorphenol fiihrte zu einer Reduktion der renalen 1-
MPMA-Ausscheidung um 80 %, die fdkale Elimination wurde um 33 % gemindert. Ei-
ne signifikante Verringerung (Mann-Whitney-Wileex-Test) der 1-MPMA-Ausscheidung
war nur fiir den Urin zu beobachten.

Die Verringerung der renalen Ausscheidung von 1,8-DMPMA um 20 %, sowie die
Erhohung der fakalen um 25 % waren beide nicht signifikant. Da 90 % des 1,8-DMPMA
tiber die Fazes ausgeschieden wurden, war die im Urin auftretenden Menge sehr ge-
ring, so dass kleine Schwankungen hier einen Effekt suggerierten (Wasser 1,44+0,5 ppm
der Dosis; Pentachlorphenol 1,14-0,3 ppm der Dosis). Die geringfiigige Steigerung der
takalen Elimination nach Pentachlorphenolbehandlung war wahrscheinlich auf die
grofien Schwankungen in der Kontrollgruppe (3 bis 60 ppm der Dosis) zuriickzufiih-
ren. Die Daten hierzu sind in Tab. dargestellt.
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Tabelle 2.12: Ergebnisse der Analysen von Urin und Fizes auf den Mercaptursaure-
gehalt. Die einzelnen Tiere sind sortiert nach Behandlungsgruppen aufgefiihrt. Alle
Angaben sind Einzelmessungen und werden in ppm der applizierten Dosis an 1-HMP
bzw. 1-HM-8-MP angegeben. Signifikante Effekte der Modulatorwirkung (bestimmt
nach Mann-Whitney-Wilcoxon) sind bei der entsprechenden behandelten Gruppe mit
* flir a=0,05 bzw. ** fiir #=0,01 angezeigt. Die Tierhaltung ist in Abs. die Analyse-
methoden in Abs. und sowie Tab. .2 beschrieben.

Behandlung Tier, Nr ppm der Dosis
Urin Fazes  Gesamt
Kontrolle Wasser, 1-HMP 21 43 40 83

22 314 20 334
23 151 57 208
24 57 26 83
Median 104 33 146

Quercetin, 1-HMP 1 72 30 102
3 40 15 45
4 43 6 49

5 129 13 142
Median 60 14 78

Pentachlorphenol, 1-HMP 6 20 79 99
7 28 60 87

8 18 13 31

9 15 19 34

10 50 11 61

Median 20* 19 61

Kontrolle Wasser, 26 1,3 3 4
1-HM-8-MP 27 07 19 20
28 1,8 13 15

29 1,7 15 17

30 14 60 61

Median 1,4 15 17

Quercetin, 1-HM-8-MP 11 1,7 17 19
12 45 17 21
13 48 30 35

Fortsetzung s. nédchste Seite
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Tabelle 2.12: Ergebnisse der Analysen von Urin und Fézes auf den Mercaptursdurege-
halt (Fortsetzung)

Behandlung Tier, Nr ppm der Dosis

Urin Fazes  Gesamt

14 22 24 26
15 19 12 14
Median 22* 18 21

Pentachlorphenol, 16 1,1 16 17
1-HM-8-MP 17 1,3 21 22
18 1,0 26 27

19 1,1 10 11

Median 1,1 16 18

Ethanol, 1-HM-8-MP 61 06 271 271
62 1,8 200 202

63 2,4 102 104

64 1,1 191 192

65 29 169 172

Median 1,8 191* 192

4-Methylpyrazol, 66 64 46 53
1-HM-8-MP 67 104 40 51
68 1,9 74 76

69 25 61 64

70 35 45 48

Median 3,5** 45 53

Kontrolle DMSO, 36 2,0 84 86
1-HM-8-MP 37 3,1 112 115
38 38 17 21

40 29 12 15

Median 30 51 54

Disulfiram, 1-HM-8-MP 32 3,0 23 26
34 43 35 39
35 3,1 4 7

Median 3,1 23 26
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Aufschluss dariiber, ob eine ADH-Hemmung vorliegt, geben die Daten zur Carbon-
sdaureausscheidung. Die Reduktion der 1-PCS-Ausscheidung nach Pentachlorphenol-
Gabe legt eine ADH-Hemmung nahe. Im Vergleich zur Kontrollgruppe war die Aus-
scheidung von 1-PCS bei Pentachlorphenol-Vorbehandlung um 91 % geringer (Tab.[2.13).

Fiir die x-OH-8-M-1-PCS-Elimination war bei Pentachlorphenol-Behandlung kein
deutlicher Effekt zu sehen (Abb. 2.14).

Tabelle 2.13: Ausscheidung von 1-PCS Behandlung Tier 1-PCS, % der
iiber den Urin nach 1-HMP-Applikation applizierten 1-HMP
und Vorbehandlung mit den SULT- Dosis

Inhibitoren Pentachlorphenol und Quer-

K lle, W: 21 1,45
cetin sowie bei Vehikelkontrollen. Die ontrolie, Wasser

) . 22 240
1 zu 10 verdiinnten Urinproben wur- s 223
den mittels UPLC-MS/MS und 1-PCS 4 0,63

als Standard quantifiziert (Abs.
und Tab. £.2). Dargestellt sind Ergebnis-
se von FEinzelmessungen berechnet als  Pentachlorphenol 6 0,16

Median 1,84

Prozent der applizierten 1-HMP Dosis 7 022
(83,3pmol/kg KM). Signifikante Effekte 8 003
der Modulatorwirkung (bestimmt nach 9 010
Mann-Whitney-Wilcoxon) sind bei der 10 0,68
entsprechenden behandelten Gruppe mit Median 0,16 *
* fiir #=0,05 angezeigt. Quercetin 1 1,75
3 2,28
4 1,75
5 224

Median 1,99

Quercetin

Quercetin wurde mit einer Dosis von 40 pmol/kg KM eingesetzt. Die orale Appli-
kation in Wasser (10 ml/kg KM) erfolgte 90 min vor der Verabreichung der entspre-
chenden benzylischen Alkohole. Als Kontrollgruppe diente die selbe Gruppe wie bei
Pentachlorphenol.

Insgesamt kam es zu einer nicht signifikanten geringen Ausscheidung von 1-MPMA
durch Vorbehandlung mit Quercetin (-47 %) (Tab.[2.12). Als Problem erwies sich, dass
ein Tier der Quercetin-Gruppe nur sehr wenig defdkierte. Die Aufarbeitung der ge-
samten Probe ergab keine messbare Ausscheidung von 1-MPMA f{iber die Fazes. Da-
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x-OH-8-M-1-PCS, % der Kontrolle
140 ~

120 -

100 -
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40
20
0

Abbildung 2.14: Ausscheidung der x-OH-8-M-1-PCS {iiber den Urin nach Behandlung
mit den SULT-Inhibitoren Quercetin und Pentachlorphenol, den ADH-Hemmstoffen
Ethanol und 4-Methylpyrazol sowie dem ALDH-Inhibitor Disulfiram. Dargestellt sind
Mittelwerte mit Standardabweichung der prozentualen Anteile der Flichen des de-
protonierten Molekiils in Proben behandelter Tiere im Vergleich zu Vehikelkontroll-
proben. Die 1 zu 10 verdiinnten Urinproben wurden mittels UPLC-MS/MS analysiert

(Abs. und Tab. £.2).
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her konnten nur 4 Tiere in der behandelten Gruppe betrachtet werden, die statistische
Aussagekraft war somit vermindert.

Die Modulation des 1-HM-8-MP-Metabolismus mit Quercetin ergab ebenso wie bei
Pentachlorphenolbehandlung keine Verdnderung hinsichtlich der Mercaptursaureaus-
scheidung. Die Ergebnisse fiir diese Versuche sind in Tab. dargestellt.

Bei der Carbonsdureausscheidung konnte weder fiir 1-HMP noch fiir 1-HM-8-MP
durch Quercetin eine Verdnderung beobachtet werden (Tab. 2.14).

2.5.2 Inhibitoren der Alkohol- und Aldehyddehydrogenasen
Ethanol

In dieser Arbeit wurde Ethanol einmalig oral in Wasser (10 ml/kg KM) mit 1,6 g/kg
KM 10 min vor Applikation der Testsubstanz 1-HM-8-MP verabreicht. Die erwiinschte
Wirkung war somit eine Konkurrenz, insbesondere um die Aktivitit der ADH. Als
benzylischer Alkohol wurde nur 1-HM-8-MP eingesetzt, da zu 1-HMP bereits Daten
von Ma| (2001) vorliegen. Als Kontrollgruppe dienten die selben Tiere wie bei Penta-
chlorphenol und Quercetin.

Bei der behandelten Gruppe kam es in Folge der Ethanolgabe zu einer deutlichen
Steigerung der Mercaptursdureausscheidung tiber die Fazes von 15 auf 191 ppm der
Dosis (Tab. [2.12). Die renal ausgeschiedene Menge blieb mit 1,4 bzw.1,8 ppm der Dosis
jedoch unverdndert und stellte mit knapp 10 bzw. 1% einen deutlich niedrigeren An-
teil dar. Ebenso konnte fiir die Ausscheidung der Carbonsdure x-OH-8-M-1-PCS eine
Verringerung um 56 % im Vergleich zu Kontrolle beobachtet werden (Abb. [2.14).

4-Methylpyrazol

Ebenso wie Ethanol wurde 4-Methylpyrazol einmalig oral in Wasser (10 ml/kg KM)
10 min vor Applikation der Testsubstanz 1-HM-8-MP verabreicht. Die Dosis betrug
1mmol/kg KM. Als benzylischer Alkohol wurde wiederum nur 1-HM-8-MP einge-
setzt, da zu 1-HMP bereits Daten von Ma (2001) vorliegen. Als Kontrollgruppe dienten
die selben Tiere wie bei Pentachlorphenol und Quercetin.

In den Untersuchungen ergab sich nur eine leicht gesteigerte, etwa dreifach erhohte
Ausscheidung von 1,8-DMPMA in der 4-Methylpyrazol-Gruppe gegeniiber der Kon-
trollgruppe (Tab. 2.12). Dieser Effekt war nur bei den Urinproben signifikant. Aller-
dings entsprach der renal ausgeschiedene Anteil im Mittel nur 7% der gesamten
Mercaptursdureausscheidung und die interindividuellen Unterschiede unter den be-
handelten Tieren waren recht grofs, so dass der Effekt letztlich nicht von Bedeutung
ist. Wie die Reduktion der Carbonsdureelimination um 62 % jedoch zeigte, hemm-
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te 4-Methylpyrazol ebenso wie Ethanol deutlich die renale Carbonsdureelimination

(Abb. [Z-T4).

Disulfiram

Die Verabreichung von Disulfiram erfolgte i.p., gelost in DMSO (0,5 ml/kg KM) mit
einer Dosis von 250 pmol/kg KM. Bis zur Applikation von 1-HM-8-MP wurde 17h
gewartet. Die Tiere der Kontrollgruppe wurden zeitgleich behandelt, erhielten jedoch
anstelle des Disulfirams nur DMSO (0,5ml/kg KM). Als benzylischer Alkohol wurde
wiederum nur 1-HM-8-MP eingesetzt, da Ergebnisse zu 1-HMP bereits von Ma| (2001)
vorliegen.

Bei den Untersuchungen in dieser Arbeit zu 1-HM-8-MP war eine Verringerung
der Mercaptursdureausscheidung auf 36 % in der behandelten Gruppe gegeniiber den
Kontrolltieren zu beobachten (Tab. 2.12). Aufgrund der durch Fehlapplikationen ver-
ringerten Tierzahlen war jedoch keine statistische Analyse der Daten moglich. Bei der
Carbonsdure-Elimination kam es zu einer leichten, nicht signifikanten Reduktion um

23 % (Abb. 2.14).
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3.1 Benzylische Hydroxylierung von alkylierten polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoffen

3.1.1 Ergebnisse im Vergleich

Vergleichbare Daten aus unserer Arbeitsgruppe finden sich in Engst u.a.[(1999). Hier
wurde die Bildung von 1-HMP und 1-a-HEP durch Rattenlebermikrosomen von unbe-
handelten und mit 3-MC behandelten adulten méannlichen Wistar-Ratten untersucht.
Die bestimmten Bildungsraten fiir 1-HMP lagen bei 25 und 30 bzw. 4 und 5 pmol/mg
Protein/min, die fiir 1-a-HEP bei 12 bzw. 17 pmol/mg Protein/min. Nach der Induk-
tion von CYP 1A Enzymen durch 3-MC wurde somit von Engst u. a.|eine verminderte
1-HMP-Bildung beobachtet, wohingegen die 1-a-HEP-Bildung unverandert blieb.

Bei den Ergebnissen dieser Arbeit wurden Mikrosomen von adulten ménnlichen
F344/Clr-Ratten verwendet. Die Induktion der CYP erfolgte mit Aroclor 1254. Die
beobachteten Umsatzraten lagen mit Mikrosomen von unbehandelten Tieren fiir 1-
HMP bei 176 pmol/mg Protein/min und fiir 1-a-HEP bei 48 pmol/mg Protein/min;
wurde zuvor mit Aroclor induziert, ergaben sich Raten von 389 bzw. 1067 pmol/mg
Protein/min.

Die Daten fiir unbehandelte Mikrosomen aus der hier vorliegenden Arbeit und von
Engst u.a.[(1999) zeigen, dass 1-MP besser benzylisch hydroxyliert wird als 1-EP. Die
hier erhaltenen Ergebnisse sind jedoch um den Faktor 5 bis 6 hoher als die Ergebnis-
se von Engst u.a.. Der Unterschied zwischen den beiden Untersuchungen ist mogli-
cherweise auf die Verwendung der verschiedenen Rattenstimme zur Gewinnung der
Mikrosomen zuriickzufithren (Morita u. a., [1998; Saito u. a., 2004).

Beim Vergleich der Ergebnisse zu vorbehandelten Tieren ist zu berticksichtigen, dass
die Inkubationszeit in Experimenten mit Mikrosomen von Aroclor behandelten Tie-
ren auf 7 Minuten reduziert wurde, da die Gesamtaktivitit der Mikrosomen so hoch
war, dass die eingesetzte Substratmenge fiir lingere Inkubationen nicht ausreichte
(Tab. . Die verstiarkte Bildung von benzylischen Alkoholen durch Aroclorbehand-
lung im Vergleich zu den Ergebnissen ohne Vorbehandlung oder mit 3-MC-Induktion
kann neben den unterschiedlichen Rattenstimmen drei weitere Ursachen haben:
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1. Die Induktion der CYP1 Familie ist moglicher Weise durch Aroclor starker als
durch 3-MC.

2. Aufgrund der lingeren Inkubationszeit von 15 Minuten in den Untersuchun-
gen von Engst u.a. (1999) kann die Menge an gebildetem benzylischem Alkohol
einen anderes Verhiltnis der Metaboliten bei der Reaktion vom alkPAK iber
den benzylischen Alkohol hin zu weiteren Metaboliten darstellen, so dass die
beschriebenen Bildungsraten mit den hier gemessenen nicht vergleichbar sind.

3. Bei Guengerich u.a.| (1982) ist beschrieben, dass Aroclor neben CYP1 Enzymen
auch CYP2B Enzyme induziert. Dies ist bei 3-MC nicht der Fall. Aufgrund der
Substratspezifitdit und den Ergebnissen aus Metabolismusstudien mit rCYP2B1
exprimierenden Zellen kann davon ausgegangen werden, dass rCYP2B1 und 2B2
an den erhohten Umsatzraten durch die Aroclorinduktion beteiligt sind (Land+
siedel, [1997).

Letztlich kann aus den Ergebnissen mit rLA geschlossen werden, dass insbesondere
induzierbare CYP wie CYP1A1 fiir die benzylische Hydroxylierung verantwortlich
sind.

3.1.2 Einfluss des Ringsystems

Aus den vorliegenden Untersuchungen wurde deutlich, dass Pyrenderivate je nach
Position und Art der Alkylgruppe um den Faktor 1,5 bis 25 hohere Bildungsraten fiir
die benzylischen Alkohole aufweisen. Probleme mit der Loslichkeit der lipophileren
Benzo[a]pyren- und Anthanthrenderivate wurden durch Messungen der Gesamtmeta-
bolismusrate und Optimierung der Bildungsrate des benzylischen Alkohols am Bei-
spiel des 6-MBP ausgeschlossen. Unter den gegebenen Bedingungen konnte davon
ausgegangen werden, dass der Metabolismus des Ringsystems gegeniiber der Hydro-
xylierung der Alkylgruppe bei den grofieren Ringsystemen tiberwiegt und die Alkyl-
gruppe in diesen Fillen ein schlechteres Substrat fiir die beteiligten Enzyme darstellt.

3.1.3 Einfluss der Alkylgruppe

Der Vergleich der Daten beziiglich der Art und Position der Alkylgruppe ist, was
die Art der Alkylgruppe anbelangt, lediglich allgemein strukturell interessant. Grund
hierfiir ist, dass EP bisher in keiner der untersuchten Matrices nachgewiesen werden
konnten (Abs. [1.T und Tab. [1.1).

Eine Betrachtung des Einflusses der Position auf die Hydroxylierungsraten bei den
Alkylpyrenen ergibt folgendes Bild:
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¢ MP-Derivate: Bei rL sind die Umsétze der 1-MP-Derivate zwei- bis dreifach ho-
her als die von 2- und 4-MP. Bei rLA ergibt sich ein fiir 1-MP und 1,6-DMP im
Vergleich zu 2-MP ein Faktor von Sieben bzw. Vier, 1,8-DMP liegt in der gleichen
Groflenordnung wie 2-MP. Bei 4-MP liegt die benzylische Hydroxylierungsrate
mit letztgenannten Mikrosomen um den Faktor Fiinf bis 40 niedriger als bei den
1-MP-Derivaten.

¢ EP-Derivate: Ohne Aroclorinduktion iibersteigt die Hydroxylierungsrate der Al-
kylgruppe in Position 2 die der Positionen 1 und 4 um den Faktor Zweieinhalb
bis Drei. Mit Aroclorinduktion sind die Positionen 1 und 4 die bevorzugte Hy-
droxylierungsstellen. Sie werden mit etwa dreifach hoherer Rate hydroxyliert als
eine 2-Alkylgruppe.

¢ Bei der Verwendung von humanen Proben konnen aufgrund der insgesamt ge-
ringen Umsétze aus den Versuchsergebnissen keine Trends abgelesen werden.
Die hochsten Umsatzraten findet man bei 1,6-DMP und 2-EP.

Hinsichtlich der Art der Alkylgruppe kann festgehalten werden:

® Bei rL ist in Position 1 und 4 die Methylgruppe bevorzugt (Faktor Drei bzw.
Zwei im Vergleich zur Position 2). Fiir Position 2 ist hingegen die Bildungsrate
fiir 2-a-HEP um den Faktor Zwei hoher als die des 2-HMP.

* Bei Inkubationen von rLA sind die Bildungsraten der HEP in jedem Fall hoher
als die der HMP: Position 1 um den Faktor Zweieinhalb, Position 2 um den
Faktor Sechs und Position 4 sogar um den Faktor 95.

Diese Beobachtungen legen die Schlussfolgerung nahe, dass ohne Enzyminduktion
von CYP1 und CYP2B die Methylgruppe in Position 1 bevorzugt hydroxyliert wird,
nach der Induktion die Positionen 1 und 4 der EP jedoch ein noch besseres Substrat
darstellen.

Diese Ergebnisse sind insbesondere in Hinblick auf das Vorkommen von Alkylpy-
renen interessant. So konnen EP in den bisher untersuchten Matrices wie Zigaretten-
rauch, Motorendl, Sedimenten und Grillgut nicht nachgewiesen werden, MP sind hin-
gegen in allen Proben enthalten. In Zigarettenrauch und Grillgut tiberwiegt der Gehalt
an 1-MP, gefolgt von 4- und 2-MP und zuletzt den DMP, bei den Motorendlen sowie
Sedimenten sind die Gehalte anndhernd gleich und insgesamt niedriger (s. Abs.
und Tab. [1.1). Sieht man die Daten dieser Arbeit und das Vorkommen der Verbindun-
gen nun im Zusammenhang mit moglichen Expositionen, so sind Zigarettenrauch und
Grillfleisch fiir den nicht beruflich Exponierten die bedeutendsten Quellen. Interessant
ist dann, dass das mengenmaéfiig am stdrksten vertretene 1-MP zumindest von Ratten
bevorzugt benzylisch hydroxyliert wird.
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3.1.4 Aktivitaten der hCYP1A1, 1A2, 1B1 und 3A4

In Untersuchungen von Engst u.a. (1999) wurden zur Bildung der benzylischen Alko-
hole folgende Aktivitdtsreihenfolgen festgestellt:

1-HMP: hCYP1A1 ~ h1B1 > h3A4 > h1A2 ~ h2E1 > 2A6
1-a-HEP: hCYP1A1 > 1B1 > 1A2 > 3A4 > 2A6 ~ 2E1.

Fiir 1-MP und 1-EP bestitigte sich die Reihenfolge der Aktivitidten von Engst u.a.
mit hCYP1A1 =~ h1B1 > h3A4 > h1A2, fiir 2- und 4-EP war die Aktivitiat von hCYP3A4
deutlich niedriger und bei 1,6-DMP dominierte hCYP1A1 gegeniiber allen anderen
Enzymformen. Es ldsst sich somit festhalten, dass die konstitutiv nicht hepatisch ex-
primierten hCYP1A1 und 1B1 die hochsten Umsatzraten aufwiesen. Dies bestétigt die
Ergebnisse aus Untersuchungen mit rLA. Die gesteigerten Aktivititen durch Aroclor-
Behandlung liefsen bereits vermuten, dass die CYP der Familie 1 entscheidend an der
Hydroxylierung beteiligt sein wiirden. Die hepatischen CYP1A2 und 3A4 waren je-
doch auch in der Lage, die Hydroxylierung zu katalysieren und sind aufgrund ihres
hohen Anteils von 10 bzw. 30-70 % des Gesamtcytochromgehaltes der humanen Leber
von Bedeutung (Marquardt und Schéfer, 2004). Wegen fehlender kinetischer Daten
konnen zur tatsdchlichen in-vivo-Hydroxylierung jedoch zum momentanen Zeitpunkt
keine gesicherten Aussagen getroffen werden. Es wére jedoch moglich, dass eine In-
duktion von CYP1A1 und 1B1, z.B. bedingt durch eine PAK-Belastung, einen Einfluss
auf die Hydroxylierung der alkPAK hat (Shimada, 2006).

3.1.5 Bildung von Positionsisomeren und Enantiomeren

Die Bedeutung der in dieser Arbeit beobachteten Stereoselektivitidt bei der benzyli-
schen Hydroxylierung von EP fiir den weiteren Metabolismus wird bei einer Betrach-
tung der Stereoselektivitiat der SULT klar. Hierzu liegen Daten von |Landsiedel| (1997)
zur Stereoselektivitit von hSULT1E1 und 2A1 sowie rSULT2A1 beim Umsatz von 1-a-
HEP sowie unveroffentlichte Daten von SCHNEIDER zu hSULT1A1 und 1E1 beim Um-
satz von 2-a-HEP vor. Wahrend hSULT1E1 bei 1-a-HEP das (-)-Entantiomer bevorzugt,
wird von 2-a-HEP das (+)-Enantiomer deutlich besser umgesetzt. Das (+)-Enantiomer
des 1-a-HEP ist auch das vorrangige Substrat der hRSULT2A1 und rSULT2A1. Gleiches
ist fiir den Umsatz von 2-a¢-HEP durch hSULT1A1 zu beobachten, denn auch hier wird
das (+)-Enantiomer favorisiert. Da abgesehen von rL bevorzugt die (+)-Enantiomere
der a-HEP gebildet werden, stellt die Stereoselektivitdt der Sulfonierung zum Einen
eine gut abgestimmte Folge der fremdstoffmetabolisierenden Enzyme dar, zum an-
deren verstdrkt sie aufgrund der Mutagenitiat der gebildeten Schwefelsdureester die
Toxifizierung der EP.
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3.2 Einfluss der Struktur der benzylischen Schwefelsaureester auf
Stabilitat und Reaktivitat

3.2.1 Halbwertszeiten in Wasser

Die Halbwertszeiten der benzylischen Schwefelsdureester in Wasser konnen als Maf3
tiir die Reaktivitdt angesehen werden. Bei der Hydrolyse in reinem Wasser steht ledig-
lich dieses als nukleophiler Reaktionspartner zur Verfiigung. Ob die Reaktion mehr
nach einem Sy1- oder Sy2-Mechanismus ablduft ldsst sich nicht mit Sicherheit bestim-
men. In der Arbeit von Landsiedel (1997) wurde aufgrund des common-ion-effects
bei 1-Chlor-MP und der in Gegenwart verschiedener Arten und Konzentrationen von
Nukleophilen gleichbleibenden Reaktionsgeschwindigkeit der Substitution ein Sy1-
Mechanismus und somit die intermedidre Bildung eines Carbokations angenommen.
Geht man von einem Sy1-Mechanismus aus, so spielt die Stabilisierung des interme-
didr gebildeten Carbokations eine entscheidende Rolle. Diese ldsst sich fiir die me-
thylierten Verbindungen mit Hilfe der pertubational-molecular-orbital-Theorie (PMO-
Theorie) nach [Dewar und Dougherty| (1975) berechnen (Tab. 3.T).

Tabelle 3.1: Delokalis'ierungse?n‘ergien alkPAK AEgeioc/ B
(AEgeloc/ B) als Mafs fiir die Stabilisierung
der Carbokationen berechnet iiber die 1-MP 0,794
PMO-Theorie nach Dewar und Dougherty 2-MP 0,488

(1975). 4-MP 0,714
6-MBP 1,000
10-MBP 0,658

Ein Vergleich der berechneten Stabilisierung und der bestimmten Halbwertszeit der
Schwefelsdureester zeigt, dass eine hohere Stabilisierung des Carbokations mit einer
kiirzeren Halbwertszeit korreliert. Die gleiche Abfolge der Halbwertszeiten nach Po-
sition der Alkylgruppe (1<4<2) wurde auch bei den Ethylpyrensulfaten beobachtet.
Insgesamt sind die Halbwertszeiten jedoch deutlich kiirzer als die der Methylderivate,
was auf die zusitzliche Stabilisierung des Carbokations durch die Methylgruppe am
benzylischen Kation zuriickzufiihren ist. Sie ist ein Elektronendonator.

Da in Position 6 des BP bereits fiir das Methylderivat eine hohe Reaktivitdt und nied-
rige Halbwertszeit vorliegt, kann kein deutlicher Unterschied zwischen den verschie-
denen Alkylgruppen beobachtet werden. Hinsichtlich des Unterschiedes zwischen Po-
sition 6 und 10 des BP gilt wiederum, dass die Erwartungen ausgehend von der PMO-
Theorie durch die Messungen bestitigt werden.
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3.2.2 Vergleich der Stabilitat in Wasser und der Reaktivitat in
in-vitro-Inkubationen

Anhand der Daten von [Donath| (2008) zu den in-vitro-DNA-Addukten konnen die
ermittelten Halbwertszeiten mit einem Maf3 fiir die Reaktivitdt im in-vitro-System ver-
glichen werden. Die Abbildung [3.1] zeigt die DNA-Addukte pro 10® Nukleotide. Fiir
1-a-SEP konnte aufgrund von Hydrolyse wéahrend der Lagerung der Substanz keine
quantitative Bestimmung der DNA-Addukte durchgefiihrt werden. EI

Bei den MP spiegeln die Zahlen der DNA-Addukte die Ergebnisse der Halbwerts-
zeitbestimmung recht gut wieder: 1-SM-6-MP und 1-SM-8-MP haben kiirzere Halb-
wertszeiten als 1-SMP und ebenso hohere DNA-Adduktzahlen. 2- und 4-SMP waren
hingegen deutlich weniger reaktiv gegeniiber der DNA und waren auch in waéssri-
ger Losung deutlich stabiler. Der Unterschied zwischen diesen beiden Isomeren ist
jedoch bei den DNA-Addukten gegenldufig zu den Ergebnissen der Halbwertszeiten.
Im Vergleich hierzu verhalten sich 2- und 4-a-SEP gegeniiber der DNA und einer rei-
nen wassrigen Losung dhnlich: 4-a-SEP ist reaktiver bzw. instabiler als 2-x-SEP. Den
deutlichsten Unterschied zwischen den Ergebnissen zur Halbwertszeit und der Reakti-
vitdt gegentiber DNA sieht man bei 6- und 10-SMBP. Aufgrund der Halbwertszeiten in
Wasser wire zu vermuten, dass letzteres deutlich niedrigere Adduktzahlen aufweisen
wiirde. Landsiedel| (1997) beschreibt jedoch bereits, dass eine geringe Stabilisierung
des Carbokations sowie starkere Nukleophile (Wasser bzw. DNA) dazu beitragen den
Reaktionsmechanismus in Richtung eines Sy2-Verlaufs zu verschieben. Dies konnte
die vergleichsweise hohe Zahl an DNA-Addukten erkldren. Eine Verdnderung des Re-
aktionsmechanismus von Sy1 zu Sy2 konnte auch ein Grund fiir die relativ zur hohen
Stabilitdt in wasseriger Losung hohen DNA-Adduktniveaus von 2- und 4-SMP sein.

Insgesamt bestdtigen die Daten zur in-vitro-DNA-Adduktbildung die aus den Halb-
wertszeiten und Stabilisierungsberechnungen abgeleiteten Erwartungen.

Weitere Untersuchungen zur Mutagenitdt der Schwefelsdureester stimmen in der
Tendenz mit den beobachteten Reaktivititen iiberein. Beim direkten Test der Substan-
zen im Ames-Test konnen zwar Probleme bei der Membranpenetration der in wéssri-
ger Losung negativ geladenen Sulfate vorliegen, dennoch weisen mit Ausnahme des
wahrscheinlich bereits hydrolysierten 1-a-SEP die instabilen (1-SM-6-MP, 1-SM-8-MP
und 6-SMBP) hohe, die etwas stabileren (1-SMP und 4-a-SEP) niedrige und die recht
stabilen (2-, 4-SMP und 2-a-SEP) sehr geringe Mutagenititen auf (Tab. [3.2).

Die Substanz lag als Pulver vor und wurde bei -20°C gelagert, anschliefend wurden Stammldsungen
in DMSO angesetzt. Kondenswasser und Restwasser in den DMSO-Losungen haben offensichtlich
bereits zu einer Zersetzung des Esters gefiihrt, da er in keinem in-vitro-Test zu positiven Ergebnissen
fithrte und auch mittels Massenspektrometrie nicht mehr nachweisbar war.
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Abbildung 3.1: Ergebnisse von zur in-vitro-DNA-Adduktbildung durch
benzylische Schwefelsdureester von alkPAK. Hierzu wurden die Schwefelsdureester
(20uM) fiir 60 min mit wéssrige Heringssperma-DNA-Losung (1 mg/ml) inkubiert.
Die Anzahl der DNA-Addukte wurde mittels 3?P-Postlabeling bestimmt. Angegeben
sind die DNA-Addukte pro 108 Nukleotide fiir die jeweiligen Schwefelsaureester.
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Verwendet man im Ames-Test hSULT profiziente Salmonellen und die benzylischen
Alkohole als Vorldufer, so ist durch die Substratspezifitat und Kinetik der hSULT eine
Beurteilung der reinen Reaktivitdt der Schwefelsdureester nur begrenzt moglich.

Die hier beobachtete tendenzielle Korrelation zwischen der Halbwertszeit in Wasser
und der Mutagenitdt im Ames-Test ist jedoch nicht auf andere Verbindungen ohne
Weiteres tibertragbar, da in anderen Féllen durchaus Probleme mit der Membranpene-
tration oder der Hydrolyse im Medium auftreten konnen.

Tabelle 3.2: Mutagenitdt von ben- g, spez. Mutagenitit
zylischen Schwefelsdureestern der Revertanten/nmol
alkPAK im Ames-Test mit S. typhi-

murium TA 1538. Die Daten von 1-SMP 25080
Donathl (2008) sind in Revertan- 2-SMP 4+1
4-SMP 5413

ten pro nmol Substanz als Mit-

telwerte mit Standardabweichung 1-5SM-6-MP  660+150

1-SM-8-MP 1200 *

angegeben. 1-a-SEP 2+0,3
2-a-SEP 743
4-o-SEP 180+40
6-SMBP 870+170

* Ergebnis eines einzelnen Experiments

3.3 Sulfonierung benzylischer Alkohole durch humane
Sulfotransferasen

Die in Tab. aufgefiihrten Daten geben Aufschluss iiber den Einfluss der Art der
Alkylgruppe, da sich die untersuchten Hydroxyalkylpyrene nur in dieser Hinsicht un-
terscheiden, nicht jedoch in der Position. Zum Einen weisen einige hSULT-Formen
generell gegentiber einer Art der Alkylgruppe hohere Umsatzraten auf, zum anderen
werden von manchen hSULT-Formen die maximalen Umsatzraten bei unterschiedli-
chen Substratkonzentrationen erreicht. So waren die Sulfonierungsraten von 2-HMP
mit Ausnahme von hSULT1A1, 1A2 und 1B1 um den Faktor 2 bis 42 grofier als die
von 2-a-HEP. Letzteres zeigte mit hSULT1A2 die hochste Sulfonierungsrate. Weiter-
hin wurde fiir hSULT1C2 eine besonders hohe Bildungsrate von 2-SMP gefunden und
hSULT1EL1 zeigte bereits bei der niedrigsten eingesetzten Konzentration die maximale
Bildung von 2-SMP.
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Mit hSULT1A1, 1A2, 1C2 und 1E1 als hauptsdchlich an der Sulfonierung beteiligten
SULT-Formen ist die Leber das Organ, in dem die Schwefelsdureester tiberwiegend
gebildet werden konnen (s. Tab. [1.4). Neben der Expression der entsprechenden SULT
ist fiir die Sulfonierung in vivo eine ausreichende Konzentration des Cosubstrats PAPS
sowie die Bioverfiigbarkeit der benzylischen Alkohole notwendig. Auch diese Anfor-
derungen sind in der Leber erfiillt, da die katalytisch effizientere Form der PAPS-
Synthase, PAPS-Synthase 2 in hohem Umfang in der Leber exprimiert wird (Fuda
u.a., 2002) und auch die zur benzylischen Hydroxylierung notwendigen CYP vorkom-
men. Auflerdem ist die menschliche Leber mit 80 ml/min/100 g sehr gut durchblutet,
was fiir den Transport der Substrate und Produkte von Vorteil ist. In Hinblick auf den
Antransport der Substrate gilt es zu beachten, dass es 50 ml Pfortaderblut/min/100g
Leber ist, welches mogliche Substrate direkt vom Darm in die Leber fiihrt (Klinke
u.a., 2005). Die Expression der hSULT1C2 ist insgesamt im adulten Menschen sehr
schwach, starker jedoch im Fotus. Daher ist dieses Enzym fiir die Zielorganabschit-
zung nur fiir den Sonderfall der Gestation von Bedeutung. Die hochste Aktivitat der
hSULT1EL ist bei der niedrigsten Konzentration von 1,6 ptM aufgetreten. Da niedrige-
re Konzentrationen nicht getestet wurden, ist das Erreichen noch hoherer Bildungs-
raten nicht ausgeschlossen. Fiir die in-vivo-Situation sind hohe Aktivitdten bei nied-
rigen Substratkonzentrationen besonders wichtig, da die benzylischen Alkohole nur
in niedrigen Konzentrationen auftreten (Abs. [L.I). Neben der Leber sind daher auch
Mamma, Endometrium und Jejunum als Orte der Sulfonierung in Betracht zu ziehen,
wenngleich hier die weiteren Bedingungen (Versorgung mit PAPS und benzylischen
Alkoholen) vermutlich nicht so optimal sind wie in der Leber.

3.4 Transport benzylischer Schwefelsaureester

3.4.1 Albuminbindung

Im Vergleich mit anderen Dissoziationskonstanten wie 0,45-107*M fiir p-Amino-
hippurat (Bakhiya u.a., 2006), 0,77-10~>M fiir DHEA-S (Puche und Nes) [1962) und
0,37-10~° M fiir Ibuprofen (Kragh-Hansen u. a.,2002) wird deutlich, dass es sich bei der
Bindung von 2-SMP an BSA (Dissoziationskonstante: 0,059 - 10~°M) um eine hoch af-
fine Bindung mit niedriger Dissoziationskonstanten handelt. Die von Glatt u. a.| (2003a)
bestimmte, etwa zehnfach hohere Dissoziationskonstante fiir die Bindung von 1-SMP
an BSA ist aufgrund der grofien methodischen Unterschiede sowie der unterschied-
lichen Struktur der beiden Schwefelsdureester nicht vergleichbar. Die mittels Fluores-
zenzanalyse ermittelte niedrig affine Bindungstelle ist methodische bedingt und diirfte
aufgrund der zu erwartenden geringen in-vivo-Konzentration von SMP ohne Bedeu-
tung sein.
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Desweiteren kann aus den Ergebnissen zur Modulation der SMP-BSA-Bindung die
Schlussfolgerung gezogen werden, dass DHEA-S ein positiv allosterischer Effektor ist
und kein kompetitiver Inhibitor (Hiibel, 2007). Demnach wére, ginge man nur von
den zwei Bindungsstellen nach Sudlow aus, eine Bindung des 2-SMP an Bindungsstel-
le I anzunehmen. Da die Klassifikation der Bindungsstellen am Albumin nach Sudlow
jedoch insbesondere auf Substanzen, die eine hoch affine Bindung an Albumin auf-
weisen, nicht immer zutrifft, ist diese Schlussfolgerung nicht gesichert (Kragh-Hansen
u. a., 2002).

3.4.2 Zellulare Aufnahme tber humane organische Anionentransporter

Der Vergleich der hier bestimmten K;-Werte (hOAT1 5,1 uM, hOAT3 und hOAT4 1,9 uM)
mit den K,,-Werten der Standardsubstrate (hOAT1 10 uM, hOAT3 und hOAT4 2 bis

41M) zeigt die hohe Affinitdt des Schwefelsdureesters zu den Transportern. Diese In-

teraktion ist jedoch nicht zwangsldufig mit einem Transport der Sulfate gleichzusetzen,

auch eine Blockade der Transportproteine ist denkbar.

Die Ergebnisse der Versuche mit 3*P-Postlabeling und HPLC-Analyse zeigen, dass
hOAT1, 3 und 4 mit einer hohen Affinitdt benzylische Schwefelsdureester binden und
transportieren. Sowohl das instabilere Isomer 1-SMP als auch das stabilere 4-SMP wer-
den aufgenommen. Vergleicht man fiir die verschiedenen Transporter die Affinitdten
von 4-SMP in Form der Inhibitionskonstanten mit den Aufnahmeraten, so ist fiir die
basolateralen Proteine hOAT1 und 3 eine hohere Affinitdt mit einer niedrigeren Auf-
nahme verbunden. Auf der luminalen Seite hingegen beobachtet man eine hohe Affi-
nitdt wie auch Umsatzrate.

Die Ergebnisse zum Einfluss von BSA auf die Aufnahme von 2-SMP in hOAT1-
profiziente Zellen zeigen, dass die Aufnahme von der freien Konzentration abhéngig
war. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit den Beobachtungen von [Bow u. a. (2006),
der ebenso beschreibt, dass lediglich das freie Substrat aufgenommen werden kann
und nicht das proteingebundene. Die hohe Affinitit der Albuminbindung ergibt im
Zusammenhang mit der hohen Affinitdt der Transporter ein abgerundetes Bild, da die
geringe frei Menge an Sulfat von den hochaffinen Transporter aufgenommen werden
kann. Auch in vivo wird letztlich nur die freie Konzentration der Schwefelsdureester
zur Aufnahme in die Tubuluszellen zur Verfiigung stehen und kann dann effektiv in
die Zellen transportiert werden.
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3.5 Metaboliten in Urin und Fazes

3.5.1 Mercaptursauren

Wie bereits in Abschnitt erwahnt worden ist, kann es sich bei der Bildung der
Mercaptursdauren je nach Spezies um einen hepato-renalen, hepato-bilidren oder einen
rein hepatischen Prozess handeln. Fiir diese Arbeit ist die entsprechende Expression
der beteiligten Enzyme bei der Ratte zu betrachten. Ausgehend von den SULT sind
weiterhin die GST, -GT, DP und mNAT zu betrachten. Die SULT-Expression ist bei
der Ratte stark auf die Leber fokussiert (vgl. Tab.[1.5). Unter den GST ist insbesondere
die Form T2 fiir die Konjugation von Schwefelsdureestern von Bedeutung (Hiratsu-
ka u.a., (1994). Sie wird sowohl cytosolisch als auch kernstindig in Leber, Niere und
Gastrointestinaltrakt exprimiert (Hessel, 2006). Die y-GT-Aktivitit ist bei Nagern in
der Niere am hochsten, kann aber auch an den Plasmamembranen verschiedener Epi-
thelzellen in Diinndarm, Pankreas, Nebenhoden sowie den Gallengdngen der Leber
nachgewiesen werden (Tate und Meister| 1981). Bei der DP handelt es sich ebenso um
ein Enzym der Plasmamembran, das besonders in der Niere, aber auch in Lunge, Le-
ber und Milz zu finden ist (Inamura u.a., 1994). Das letzte Enzym in der Reihe zur
Bildung der Mercaptursédure ist die mNAT. Sie befindet sich auf der cytoplasmatischen
Seite des Endoplasmatischen Retikulums in der Niere und der Leber (Duffel und Ja:
koby, 1985; |Okajima u.a., 1984). Diese Enzymausstattung ermoglicht bei der Ratte
somit entweder einen hepato-bilidren oder hepato-renalen Mechanismus zur Bildung
der Mercaptursduren. Aufgrund einer fehlenden y-GT-Aktivitdt direkt in der Leber ist
eine rein hepatische Bildung nicht moglich. Eine hepato-bilidre Bildung wiirde auch
eine Ausscheidung direkt iiber die Galle und somit die Fizes begiinstigen, bei einer
hepato-renalen Bildung ist eine renale Ausscheidung zu vermuten (Hinchman u.a.,
1998). Da bei der Mercaptursdurebildung ausgehend von 1-SMP die renale Eliminati-
on liberwiegt, konnte fiir I-MPMA der hepato-renale Mechanismus die grofiere Rolle
spielen.

Die ausgeschiedenen Mengen und die Verteilung auf bilidre und renale Ausschei-
dung ist insgesamt vergleichbar mit den Ergebnissen von Ma| (2001), die im Urin 14
bis 197 ppm und in den Fazes 18 bis 264 ppm bei mdnnlichen adulten Ratten des
Stammes Wistar fand. Die hier mit 83,3 umol/kg KM um den Faktor drei niedrigere
Dosis an 1-HMP hatte somit keinen Einfluss auf die Ausscheidung an 1-MPMA. Zur
Verwendung von 1-MPMA als Biomarker fiir eine Belastung mit 1-MP oder 1-HMP
fehlen daher weiterhin Untersuchungen zur Dosisabhédngigkeit. Nichts desto trotz ist
der Nachweis von 1-MPMA in Urin und Fédzes ein Indikator fiir die intermedidre 1-
SMP-Bildung.

Die Ergebnisse zur fdkalen und renalen Elimination von 1,8-DMPMA weichen von

64



3 Diskussion

denen zur 1-MPMA deutlich ab (Tab.[2.9}2.11). Die Gesamtmenge der Mercapturséure
entspricht nur einem Zehntel der Menge, die bei 1-HMP ausgeschieden wird, und
Elimination erfolgt bevorzugt tiber die Fazes (=90% gegeniiber ~30% bei 1-MPMA).
Diese Unterschiede kénnen mehrere Ursachen haben:

* Es wird anteilig an der applizierten Dosis weniger 1,8-DMPMA gebildet, da 1-
HM-8-MP-Metaboliten von den beteiligten Enzymen schlechter umgesetzt wer-
den.

¢ Es treten noch weitere Biotransformationen auf, die zu anderen Mercaptursduren
und Metaboliten fiihren.

¢ Aufgrund von Enzym- und Transporterspezifititen ist der hepato-bilidre Bil-
dungsweg fiir 1,8-DMPMA gegeniiber dem hepato-renalen bevorzugt.

Keine dieser Ursachen ldsst sich nach momentanem Kenntnisstand vollstandig besta-
tigen oder ausschliefSen, daher sollen einige weitere Ergebnisse hierzu erganzend dis-
kutiert werden.

Die Bildung von 1,8-DMPMA setzt das Vorhandensein einer ausreichenden Men-
ge an 1-SM-8-MP voraus. Hier kann ein Vergleich mit den in vivo ermittelten DNA-
Addukten als weiterem indirekten Biomarker fiir die Bildung des Schwefelsdureesters
erfolgen. Nach Daten von Donath| (2008) weisen Tiere 1,5h nach einer 1-HMP bzw.
1-HM-8-MP Applikation in der Leber 813+99 respektive 10004337 Addukte pro 108
Nukleotide auf. Diese Zahlen legen keinen Unterschied im Umfang der Sulfonierung
von 1-HMP und 1-HM-8-MP nahe.

Hinsichtlich moglicher GST-, v-GT-, DP- und mNAT-Aktivitatsunterschiede im Um-
satz dieser beiden Alkylpyrenderivate konnen keine Aussagen getroffen werden. Es
sei jedoch auf die Ergebnisse von |Hessel (2006) verwiesen, die beim Vergleich der
katalytischen Effizienz der rGST T2 hinsichtlich der drei Monomethylpyrenylsulfate
Unterschiede um den Faktor sieben feststellte (V5 / Ky, fiir 1-SMP 0,3 und fiir 4-SMP
2ml/mg/min). Eine niedrigere Umsatzrate von 1-SM-8-MP durch GST wire somit
in diesem Zusammenhang nicht unwahrscheinlich, kann aber aufgrund der schnellen
Hydrolyse des Sulfates nicht experimentell belegt werden (Abs. .

In Hinblick auf unterschiedliche Enzym- und Transporterspezifititen werden ergan-
zend Ergebnisse zur DNA-Adduktverteilung und hOAT-Aktivitdten betrachtet. In Un-
tersuchungen von |Donath| (2008) werden deutliche Unterschiede bei der Verteilung
der DNA-Addukte nach 1-HMP und 1-HM-8-MP-Behandlung auf Leber und Niere
beobachtet. Nach 1,5 Stunden fithrt 1-HMP zu einem renalen Adduktniveau, das dem
in der Leber vergleichbar ist. Bei 1-HM-8-MP hingegen ist das Adduktniveau in der
Niere siebenfach niedriger als in der Leber. Dies spricht fiir einen Unterschied bei der
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systemischen Verteilung der gebildeten Sulfate 1-SMP und 1-SM-8-MP. Eine im Ver-
gleich zu 1-SMP niedrigere renale Konzentration von 1-SM-8-MP koénnte auch eine
Ursache fiir eine geringere renale Mercaptursaurebildung sein.

Die wohl konkretesten Ergebnisse zu den Unterschieden zwischen 1-MPMA und
1,8-DMPMA stammen aus gemeinsamen Untersuchungen mit Bakhiya u.a. (2007). In
Anlehnung an die Experimente zum Transport von 4-SMP durch hOAT (Abs.
wurde die zelluldre Aufnahme der Mercaptursduren in vitro untersucht. In HEK293-
Zellen, die hOAT1 oder hOAT3 exprimieren, wurde 1-MPMA im Vergleich zu Kon-
trollzellen um den Faktor 3 bzw. 1,75 erhoht aufgenommen. Fiir 1,8-DMPMA konnte
ein geringer Transport vermittelt durch hOAT3 (1,25-fach zur Kontrolle, nicht signifi-
kant) festgestellt werden. Bei hOAT1-Expression ist fiir 1,8-DMPMA allerdings kein
Transport zu beobachten. Dieser deutliche Unterschied hinsichtlich der Transporter-
spezifitit konnte eine mogliche Erklarung fiir die geringe renale Ausscheidung der
1,8-DMPMA sein: extrarenal gebildete 1,8-DMPMA konnte nicht in gleichem Umfang
wie extrarenal gebildete 1-MPMA aufgenommen werden. Die OAT sind tiber die Spe-
zies hinweg hoch konserviert, so dass die Ergebnisse, die mit humanen Formen ge-
wonnen wurden, vermutlich auf die Ratte tibertragbar sind.

Abschliefiend ldsst sich zusammenfassen, dass die gegeniiber 1-MPMA geringere
Menge an 1,8-DMPMA und ihre Fokussierung auf die fdkale Ausscheidung wahr-
scheinlich auf andere Bildungseffizienzen fiir die GSH-Konjugate oder weitere Vor-
stufen zur Mercaptursédure, eine Bildung weiterer Metaboliten der 1,8-DMPMA sowie
eine geringere systemische Verteilung des 1-SM-8-MP zuriickzufiihren ist. Auch die
geringe Aufnahme von 1,8-DMPMA durch OAT in die Tubuluszellen der Niere wire
eine mogliche Erklarung fiir die geringe renale Sekretion von 1,8-DMPMA gegentiber
1-MPMA.

Letztlich ist das Auftreten von 1,8-DMPMA ein indirekter Nachweis fiir die interme-
didre Bildung von 1-SM-8-MP. Die Eignung von 1,8-DMPMA als Biomarker ist jedoch
aufgrund des noch geringeren Dosisanteils im Vergleich zum 1-MPMA und der haupt-
sdchlich fakalen Ausscheidung fraglich.

3.5.2 Carbonséauren

Sowohl nach 1-HMP als auch nach 1-HM-8-MP Behandlung dominieren jeweils die
entsprechenden Carbonsduren das renal ausgeschiedene Metabolitenspektrum. Im
Fall des 1-HM-8-MP tritt kein zweiter vergleichbar intensiver Metabolit auf, wohin-
gegen bei 1-HMP neben der 1-PCS auch ein phenolischer Schwefelsdureester der 1-
PCS in dhnlicher Intensitédt zu finden ist. Insgesamt sind somit die Carbonsduren die
dominierenden Metaboliten im Urin nach Behandlung den benzylischen Alkoholen.
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Quantitative Angaben werden im Folgenden jedoch nur zu 1-PCS gemacht, da zur
Bestimmung der x-OH-8-M-1-PCS kein Standard zur Verfiigung stand.

Die Ergebnisse zur 1-PCS-Ausscheidung konnen mit den Untersuchungen von
Ma verglichen werden. Nach einer Applikation von radioaktivem [“C]1-HMP
(40 pmol/kg KM) bei drei mannlichen Ratten finden sich im Schnitt 30 % Radioak-
tivitat im 24 h-Urin wieder. Der Anteil der 1-PCS an den renal ausgeschiedenen Me-
taboliten belduft sich auf etwa 10 %, wobei je nach Tier die Anteile zwischen 5 und
29,5 % schwanken. In Bezug auf die gesamte applizierte Dosis ergibt sich aus diesen
Zahlen ein Anteil der 1-PCS von etwa 3 %, wobei die interindividuellen Unterschiede
in Hinblick auf den Vergleich der Daten berticksichtigt werden miissen (Ma, 2001).

Der mittlere prozentuale Anteil der 1-PCS an der applizierten Dosis von
83,3 umol/kg KM wurde in dieser Arbeit direkt mittels UPLC-MS/MS bestimmt. Er
betrug 1,8 %, wobei die Werte der einzelnen Tiere zwischen 0,6 und 2,4 % lagen. Zieht
man nun die interindividuellen Unterschiede in Betracht, sowie die unterschiedlichen
Dosen und Messverfahren, so liegen die Werte von |Ma im gleichen Bereich wie die
hier erzielten Ergebnisse. Im Vergleich zu Ma| (40 pmol/kg KM) wurde hier jedoch die
doppelte Dosis eingesetzt, was sich jedoch nicht in den Ergebnissen zeigt. Zu diesem
Punkt ist anzumerken, dass insgesamt Untersuchungen zur Dosisabhangigkeit fehlen.

Der Anteil der 1-PCS am Metabolitenspektrum unterstreicht die Bedeutung der
ADH und ALDH fiir die Detoxifizierung des 1-HMP und auch des 1-MP. Interessant
sind in dieser Hinsicht die Ergebnisse von Kollock (2007) zu der Aktivitdt der ein-
zelnen humanen ADH. Die im Umsatz von benzylischen Alkoholen besonders aktive
Form hADH2 unterscheidet sich hinsichtlich ihrer Ethanolumsatzraten deutlich von
der orthologen rADH2 (Hoog u. a., 2001). Dies legt ein unterschiedliches Substratspek-
trum nahe, so dass sich ein Riickschluss vom Metabolismus der Ratte auf den des
Menschen als schwierig gestaltet.

3.6 Modulation des Metabolismus

3.6.1 Inhibitoren der Sulfotransferasen
Pentachlorphenol

Mit Pentachlorphenol wurde in dieser Arbeit ein sowohl aus in-vitro- als auch aus
in-vivo-Untersuchungen bekannter kompetitiver Inhibitor der Sulfotransferaseaktivi-
tat eingesetzt. In-vitro-Nachweise zur Hemmung einzelner rSULT-Aktivitdten wurden
bisher nur fiir rfSULT1A1 und 1C1 durchgefiihrt (Glatt, 2002). Bei den humanen For-
men hemmt Pentachlorphenol hSULT1B1 und bindet auch an hSULT1A1 und 1C2,
ohne dass hierfiir eine Hemmung nachgewiesen wire (Allali-Hassani u. a., 2007). Die
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Dosis von 40 pmol/kg KM fiir Pentachlorphenol orientiert sich an Beispielen aus der
Literatur wie den Untersuchungen von [Chidgey u.a.| (1986), die einen Riickgang in
der Ausscheidung von Mercaptursduren beobachten konnten. Neben der Hemmung
der SULT liegen in der Literatur auch Hinweise vor, dass Pentachlorphenol die cytoso-
lischen Arylamin-N-Acetyltransferasen (Shinohara u. a., 1986) und bestimmte Formen
der mikrosomalen Epoxidhydrolase (mEH, Maus, Leber), der GST (Pferd) (Moorthy
und Randerath) 1996) und der ADH (Hefe) (Stockdale und Selwyn, [1971) hemmt. Im
Gegensatz zu mEH, GST und ADH sind die Arylamin-N-Acetyltransferasen fiir den
Metabolismus von alkPAK nicht von Bedeutung. Die mEH hydrolysiert die Epoxide
der alkPAK. Die ADH vermittelt die Bildung der benzylischen Carbonsduren und die
GST katalysiert die Glutathionkonjugation der benzylischen Sulfate. Fiir den in dieser
Arbeit betrachteten Metabolismus der Seitenkette ist daher eine mogliche Inhibition
der ADH und GST zu betrachten. Eine Hemmung der ADH wiirde zu einer erh6hten
Substratkonzentration fiir die SULT fiihren und konnte somit die kompetitive Hem-
mung der SULT durch Pentachlorphenol auftheben. Die Hemmung der GST wiirde die
Bildung des GSH-Konjugates und somit der Mercaptursdure reduzieren. Allerdings ist
bisher nicht bekannt, ob und in welchem Umfang die Inhibition dieser Enzyme bei der
Ratte auftritt.

Die Verabreichung von Pentachlorphenol hatte bei anschlieflender Gabe von 1-HMP
eine deutliche Reduktion der Mercaptursduresekretion (Urin -80 %, Féazes -30 %) zur
Folge, bei 1-HM-8-MP Gabe lief3 sich jedoch eine tendenzielle Erthohung der fakalen
Ausscheidung (+25 %) erkennen. Nimmt man an, dass Pentachlorphenol lediglich die
SULT hemmt und der resultierende Eduktmangel zur geringeren Ausscheidung an
Mercaptursdaure fiihrt, so deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass entweder unter-
schiedliche SULT an der Umsetzung beteiligt sind und/oder Affinititsunterschiede
der SULT zu 1-HM-8-MP und 1-HMP vorliegen. Diese Thesen werden durch die Er-
gebnisse von |Donath| (2008) zur DNA-Adduktbildung in Leber und Niere der Tie-
re untersttitzt. Tiere, denen 1-HMP appliziert wurde, wiesen nach Pentachlorphenol-
Vorbehandlung sowohl reduzierte Adduktniveaus in der Leber wie in der Niere auf.
Nach der Applikation von 1-HM-8-MP zeigte sich jedoch nur in der Niere eine Reduk-
tion. Es kann somit vermutet werden, dass entweder die hohere Affinitat von 1-HM-
8-MP zu den entsprechenden SULT durch Pentachlorphenol in geringerem Umfang
gehemmt wird oder nicht durch Pentachlorphenol gehemmte Formen an der Sulfonie-
rung von 1-HM-8-MP beteiligt sind.

In wieweit eine Hemmung der GST durch Pentachlorphenol zur Reduktion der Mer-
captursdurebildung beitrdgt, kann aufgrund der vorliegenden Ergebnisse zur Mercap-
tursdureausscheidung nicht beurteilt werden. Der signifikante Riickgang der DNA-
Adduktzahlen nach der Pentachlorphenol-Behandlung spricht jedoch fiir eine Hem-
mung der SULT, so dass man davon ausgehen kann, dass dies die Ursache fiir die
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geringere 1-MPMA-Ausscheidung ist. Der Einfluss einer moglichen ADH-Hemmung
auf die Daten zur Mercaptursdure ist schwer abzuschédtzen. Eine Hemmung wiirde
zu einer erhohten Alkohol- und somit Eduktkonzentration fiir die SULT fiihren. Dies
konnte entweder einen hoheren Umsatz oder eine Substrathemmung zur Folge ha-
ben. Da aber eine Reduktion der Mercaptursdure im Fall des 1-HMP und der DNA-
Addukte sowohl bei 1-HMP wie auch bei 1-HM-8-MP beobachtet werden kann, ist von
einer SULT-Hemmung auszugehen. Diese konnte zum Einen direkt durch Pentachlor-
phenol, zum Anderen durch eine Substrathemmung bedingt sein. Es kann allerdings
auch nicht ausgeschlossen werden, dass die beobachtete Hemmung aufgrund einer
hoheren Eduktkonzentration niedriger ausféllt als eine reine SULT-Hemmung durch
Pentachlorphenol.

Aufschluss dariiber, ob eine ADH-Hemmung vorliegt, geben die Daten zur Carbon-
sdureausscheidung. Die Reduktion der 1-PCS-Ausscheidung nach Pentachlorphenol-
Gabe legt eine ADH-Hemmung nahe. Im Vergleich zur Kontrollgruppe ist die
Ausscheidung von 1-PCS bei Pentachlorphenol-Vorbehandlung um 91 % geringer
(Abb. . Auch bisher unveroffentlichte Untersuchungen von KoLLock zeigen, dass
Pentachlorphenol ein kompetitiver ADH-Inhibitor ist. Des Weiteren zeigte Kollock
(2007), dass die Affinitat fiir 1-HM-8-MP beispielsweise bei der hADH2 deutlich ho-
her liegt (K, 6,4 M) als fiir 1I-HMP (K, 76 ptM), ist davon auszugehen, dass d@hnliche
Affinitdtsunterschiede bei der Ratte vorliegen. Damit liefSe sich erkldren, warum bei
der x-OH-8-M-1-PCS-Ausscheidung bei Pentachlorphenol-Behandlung kein Effekt zu
sehen ist (Abb. 2.14).

In Hinblick auf die Modulation durch Pentachlorphenol ldsst sich somit abschlie-
end festhalten, dass die signifikant verringerte renale Ausscheidung von 1-MPMA
als Bestdtigung fiir eine Beteiligung der SULT an der Mercaptursdurebildung gesehen
werden kann. Die Daten der 1-HM-8-MP behandelten Tiere legen ausgehend von den
renalen DNA-Adduktniveaus die gleiche Schlussfolgerung nahe, werden jedoch durch
die Mercaptursduredaten nicht gestiitzt. Des Weiteren deuten die bei 1-HMP und 1-
HM-8-MP unterschiedlichen Anteile von renal und fdkal ausgeschiedener Mercaptur-
sdaure auf die Existenz eines hepato-renalen und eines hepato-bilidren Bildungswegs
der Mercaptursdure hin. Die Gabe von Pentachlorphenol scheint sich jedoch nur auf
ersteren auszuwirken, sei es durch eine direkte SULT-Hemmung oder eine Hemmung
durch Substratzunahme aufgrund der ADH-Hemmung. Diese kompetitive Hemmung
der ADH kann bei der Bildung von 1-PCS beobachtet werden, nicht jedoch bei x-OH-8-
M-1-PCS. Somit wird durch die Modulation mit Pentachlorphenol auch die Bedeutung
der ADH fiir die Detoxifizierung der alkPAK deutlich.
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Quercetin

Als weitere Substanz zur Hemmung der SULT-Aktivitdt in vivo wurde Quercetin ein-
gesetzt. Quercetin ist nach den Untersuchungen von |Allali-Hassani u.a.| (2007) ein
universeller SULT-Inhibitor, der vermutlich an der PAP/PAPS-Bindungsstelle bindet.
Die Dosis von 40 jumol/kg KM orientiert sich an der fiir den Menschen zur Nah-
rungsergdnzung vorgeschlagenen Hochstdosis von 1g/Tag (NaturalEyeCare| Stand
16.03.2007; [NutraSanus, Stand 16.03.2007). Mit der Nahrung werden tiblicherweise bis
zu 34 mg/Tag aufgenommen (Scalbert und Williamson), 2000).

Da lediglich die renale Ausscheidung von 1-MPMA, nicht jedoch die fikale, so-
wie die Ausscheidung von 1,8-DMPMA und der entsprechenden Carbonsduren durch
Quercetin gemindert wurde, kann aufgrund dieser Ergebnisse nicht von einer Hem-
mung der SULT durch Quercetin ausgegangen werden. Auch die von Donath| (2008)
erhobenen Daten zur DNA-Adduktbildung weisen keine Modulation durch Quercetin
auf. Ursache hierfiir konnte die geringe Bioverfiigbarkeit an freiem Quercetin, der um-
fassender Metabolismus sowie der zeitliche Verlauf von Aufnahme und Metabolismus
sein, da diese Faktoren zu einer geringen Wirkkonzentration von unmetabolisiertem
Quercetin in der Leber fiihren.

Nach einer Studie von Chen u.a. (2005) liegt die Bioverfiigbarkeit von unveran-
dertem Quercetin nach oraler Einmalapplikation bei 5,3 %. Beriicksichtigt man des
Weiteren die verschiedenen glucuronidierten und sulfonierten Metaboliten, erreicht
man eine Bioverfiigbarkeit von 59,1 %. Die wichtigsten Metaboliten in der Leber sind
nach Graf u.a. (2005) methyliertes und sulfoniertes Quercetinmonoglucuronid und
Quercetindiglucuronid. Hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs der oralen Aufnahme von
Quercetin und seinen Glykosiden zeigen die Untersuchungen von Manach u. a. (1997),
Graf u.a.[(2005) und Chen u. a.[(2005) unterschiedliche Ergebnisse. Die maximale Plas-
makonzentration der Metaboliten wird bei Manach u.a.[ nach 12h (Quercetin) bzw.
24h (Rutin) erreicht. Die Applikation des Quercetin-4-glykosids bei (Graf u.a. fiithrt
bereits nach 1h zu einem Maximum an Metaboliten im Plasma. Und [Chen u. a. zeigt
fiir Quercetin eine maximale Plasmakonzentration der Metaboliten nach schon 0,27 h.
In dieser Arbeit wurde eine Zeitdifferenz zwischen oraler Gabe des Quercetins und
der i.p.-Applikation der benzylischen Alkohole von 1,5h gewdhlt. Sie orientiert sich
zum einen an der Quercetinaufnahme (20 % nach 2h (Manach u.a., [1997)) und einer
stabilen Gleichgewichtslage hinsichtlich des Metabolismus, wie sie durch eine gleich-
bleibende Plasmakonzentration der Metaboliten angezeigt wird (Chen u. a., 2005).

Die beobachtete Reduktion der renalen 1-MPMA-Exkretion konnte als Hinweis auf
eine moglich Interaktion von Quercetin oder seinen Metaboliten mit Enzymen des
fremdstoffmetabolisierenden Systems, insbesondere der SULT gesehen werden. Ge-
nauere Untersuchungen mit grofieren Tierzahlen unter Beriicksichtigung des Querce-
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tinmetabolismus konnten jedoch erst zu abschlieffenden Schlussfolgerungen fiihren.

3.6.2 Inhibitoren der Alkohol- und Aldehyddehydrogenasen
Ethanol

Eine einmalige akute Gabe von Ethanol wirkt im Fremdstoffmetabolismus in erster Li-
nie als konkurrierendes Substrat fiir CYP, ADH, ALDH und Katalase. Auf diese Wei-
se kann Ethanol dosisabhédngig die Detoxifizierung anderer Fremdstoffe inhibieren.
Auch weitere Wirkungen wie die Stérung des Redox-Gleichgewichts und daraus re-
sultierende Hemmungen z.B. der Uridindiphosphatglucuronosyltransferase sind von
der Hohe der Exposition abhidngig. Ein chronische Verabreichung von Ethanol hat
weiter reichende Folgen fiir das detoxifizierende System. Die Induktion von CYP2E1
fihrt beispielsweise zu erhohten Hydroxylierungsraten bestimmter Medikamente wie
Paracetamol und Chlorzoxazon und verstiarkt somit deren Hepatotoxizitit. Die hier
gewdhlte einmalige Gabe von Ethanol 10min vor Applikation des benzylischen Al-
kohols zielt auf eine Konkurrenz an den Enzymen des fremdstoffmetabolisierenden
Systems ab.

Im Vergleich zu den fiir 1-HMP ermittelten Daten von Ma u.a. (2002) zeigt sich
aufgrund der Gruppengrofie von je fiinf Tieren, der etwas geringeren interindividu-
ellen Variation und der in den vorliegenden Untersuchungen hoheren Ethanoldosis
ein starkerer Effekt bei der Ausscheidung der entsprechenden Mercaptursdure. In den
Untersuchungen von Ma u. a.|verdoppelte sich bei einer Ethanolgabe von 0,8 g/kg KM
die gesamte mittlere Ausscheidung von 1-MPMA, wihrend die doppelte Ethanoldosis
in dieser Arbeit zu einer 13-fachen Menge an 1,8-DMPMA fiihrt. Fiir die Ausschei-
dung der Carbonsdure x-OH-8-M-1-PCS liegen jedoch keine Vergleichsdaten aus der
Arbeit von |Ma u. a.| vor. Die hier beobachtete Verringerung um 56 % entspricht jedoch
den Erwartungen, dass eine Ethanolgabe die Carbonsdurebildung hemmt, bei gleich-
zeitigem Anstieg der Mercaptursdureausscheidung aufgrund der Verschiebung des
Gleichgewichts zwischen Oxidation und Sulfonierung.

Im Gegensatz zu den deutlicheren Ergebnissen fiir die Mercaptursduren fillt der
Vergleich fiir die DNA-Addukt-Daten von 1-HMP von Ma u.a.|und 1-HM-8-MP von
Donath| unter Ethanoleinfluss anders aus. Ist fiir 1-HMP durch Ethanol eine Steige-
rung des Adduktniveaus in der Leber um 1500 % zu beobachten (Ma u.a., 2002), so
liegt der Anstieg bei 1-HM-8-MP lediglich bei 305 % trotz der doppelten Ethanoldosis
(Donath, 2008). Vor dem Hintergrund der unterschiedlichen Tendenzen bei der DNA-
Adduktbildung im Vergleich zur Mercaptursdureausscheidung kénnen die hier erhal-
tenen Daten wiederum als Beleg fiir die Hypothese der unterschiedlichen Bildungs-
wege fiir 1-MPMA und 1,8-DMPMA (Abs. gewertet werden. Offensichtlich fiihrt
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eine Erhohung der hepatischen Sulfokonjugat-Konzentration bei 1-HM-8-MP zu einer
effektiveren Detoxifizierung tiber den Mercaptursdure-Weg, als dies bei 1-HMP der
Fall ist. Dies konnte zum einen durch die unterschiedlichen Affinitdten der beteiligten
Enzyme und zum anderen, wie die unterschiedlichen Ausscheidungswege nahelegen,
auch durch ihre andere Lokalisation bedingt sein. Insgesamt weisen diese Ergebnis-
se jedoch auf die Bedeutung der ADH fiir die Detoxifizierung von alkPAK hin. Die
vielfach diskutierte mogliche kanzerogene Wirkung von Alkohol konnte durch diesen
hier beobachteten synergistischen Effekt teilweise erklart werden (Botfetta und Hashi+
be, 2006).

4-Methylpyrazol

4-Methylpyrazol ist ein spezifischer, kompetitiver ADH-Hemmstoff. Ebenso wie Pyra-
zol selbst bildet es einen Komplex mit ADH und NAD™, fiihrt aber nicht zur Kata-
laseinhibition wie die unsubstituierte Ausgangsverbindung. In Deutschland ist es seit
2006 unter dem Namen Fomepizol als Antidot zur Behandlung von Ethylenglykol-
vergiftungen zugelassen (Gensthaler und Grafe, 2006). Fiir Ratten liegen die K;-Werte
von 4-Methylpyrazol gegeniiber Ethanol in vitro und in vivo im niedrigen mikromola-
ren Bereich (in vitro: 0,11 uM (Plapp u.a., [1984), 0,43 uM (Cornell u. a., 1983); in vivo:
1,4umol/kg KM (Plapp u.a., 1984)). Die in diesen Untersuchungen applizierte Do-
sis von 1 mmol/kg KM liegt etwa 700-fach {iber dem fiir Ethanol in vivo bestimmten
K;-Wert von 1,4 pmol/kg KM und fiinffach tiber der fiir den Menschen empfohlenen
initialen Behandlungsdosis von 0,18 mmol/kg KM. Sie wurde zum Erhalt von ver-
gleichbaren Daten in Anlehnung an Untersuchungen von Ma u. a.|(2002) zum Einfluss
von 4-Methylpyrazol auf den Metabolismus von 1-HMP gewiéhlt.

Bei Ma u. a./ fiihrte die Methylpyrazol-Gabe bei gleichzeitiger Gabe von 1-HMP wéah-
rend der ersten 24 h nach der Applikation zu einem 15-fachen Anstieg der Mercaptur-
sdureausscheidung. Die Hemmung der Oxidation des 1-HMP durch die ADH fiihrte
somit zu einer verstarkten Schwefelsdureesterbildung, die indirekt durch die Mercap-
tursdureausscheidung nachgewiesen wurde.

Der in dieser Arbeit beobachtete Effekt mit einer dreifache Erh6hung der 1,8-DMPMA-
Ausscheidung nach 4-Methylpyrazol-Gabe entspricht in der Tendenz der Erwartung.
Er fallt allerdings deutlich schwicher aus als dies bei den Untersuchungen von Ma
u.a. zum 1-MPMA der Fall war. Auch im Vergleich zu den hier mit Ethanol als ADH-
Inhibitor erzielten Ergebnissen ist der Effekt deutlich schwécher. Ware die Hemmung
der ADH durch 4-Methylpyrazol aufgrund der hohen Affinitdt des 1-HM-8-MP nicht
ausreichend, so sollte keine deutliche Verminderung in der Ausscheidung der entspre-
chenden Carbonsdure auftreten. Diese wird jedoch um 62 % reduziert. Vergleichbare
Daten zu 1-PCS von Ma u. a. liegen allerdings nicht vor. Es kann somit nur festgehalten
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werden, dass 4-Methylpyrazol ebenso wie Ethanol deutlich die renale Carbonsaure-
Ausscheidung hemmt.

Weiterhin zeigen die Daten zur DNA-Addukt-Bildung von |Donathl (2008) sowohl
fur Ethanol als auch fiir 4-Methylpyrazol einen zwei- bis dreifachen Anstieg in der
Niere bzw. Leber. Die Stirke des Effektes des 4-Methylpyrazols auf DNA-Addukte
und Mercaptursdureausscheidung als jeweils indirekte Biomarker fiir eine gesteiger-
te Sulfonierung von 1-HM-8-MP ist mit dem Faktor 3 somit gleich. Allerdings ist
der Effekt schwicher als im Falle des 1-HMP mit einer 28-fach hoheren hepatischen
DNA-Adduktmenge und 15-fach erhohter 1-MPMA-Elimination. Aufgrund der be-
reits erwdhnten moglichen hoheren Effizienz der ADH im Umsatz von 1-HM-8-MP
im Vergleich zu 1-HMP erscheint dieses Ergebnis plausibel. Die Verschiebung der De-
toxifizierung von 1-HM-8-MP von der Carbonsdure hin zur Mercaptursdure iiber das
Sulfokonjugat als reaktive Zwischenstufe unterstreicht wiederum die Bedeutung der
ADH bei der Entgiftung von alkPAK.

Disulfiram

Mit Disulfiram (Bis-(diethylthiocarbamoyl)-disulfid), auch als Antabus bekannt, wird
ein frither zeitweise medizinisch genutzter, irreversibler Hemmstoff der ADH einge-
setzt. Die bei den fiir diese Arbeit durchgefiihrten Versuchen verwendete Dosis von
0,25mmol/kg KM fiihrt nach Angaben von |Lipsky u.a.| (2001a) bei Ratten zu einer
Reduktion der ALDH-Aktivitdt um 77 % gegeniiber unbehandelten Kontrollen. Im
Gegensatz zu Ethanol und 4-Methylpyrazol ist die inhibitorische Wirkung von Disulfi-
ram in vivo nicht auf die Ausgangssubstanz, sondern auf Metaboliten zuriickzufiihren
(Hu u.a. 1997). Zwar ist Disulfiram selbst in vitro auch in der Lage, die ALDH durch
die Ausbildung von Disulfidbriicken zwischen den Cysteinen im aktiven Zentrum zu
hemmen. Aber der IC5y Wert hierfiir liegt mit 36 uM achtfach iiber dem der Meta-
boliten in-vivo (S-Methyl-N,N-diethylthiocarbamoylsulfoxid ICsy 4,6 tM) (Lipsky u. a.,
2001b). Die Hemmung der ALDH in vivo ist nicht auf Disulfidbriicken oder die Sto-
rung der Homotetramerbildung zurtickzufiihren, sondern auf kovalente Carbamoyl-
Addukte an Cystein 302 im aktiven Zentrum. Dieser Befund sowie die Tatsache, dass
eine Hemmung der Disulfiram-metabolisierenden Enzyme wie z.B. der CYP zu ei-
ner Aufhebung der Wirkung fiihren, zeigt den deutlichen Unterschied zwischen der
in-vitro- und in-vivo-Inhibition von ALDH durch Disulfiram (Lipsky u.a., 2001a). In
vivo ist daher zundchst die Aktivitdt einer Vielzahl von fremdstoffmetabolisierenden
Enzymen notwendig, um die inhibitorische Wirkung von Disulfiram zu ermoglichen.
Dies ist in Hinblick auf eine Interaktion mit anderen Fremdstoffen zu berticksichtigen,
da nicht nur Disulfiram den Metabolismus der Fremdstoffe hemmen kann, sondern
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diese moglicherweise auch die Bildung der inhibitorisch wirkenden Disulfiram-Meta-
boliten reduzieren.

In Folge einer Disulfiramgabe sind weitere verdnderte Enzymaktivitdten beschrie-
ben worden. Die fiir ALDH beschriebene Modifikation von Cysteinresten durch Disul-
tiram-Metaboliten fiihrt auch bei GST zu einem Aktivititsverlust, der jedoch reversi-
bel ist (Ploemen u. a.,[1996). Des Weiteren sind Modulationen der Aktivititen von CYP,
Glutathionreduktasen und Glucuronosyltransferasen beschrieben. Nach Untersuchun-
gen von Kharasch u. a.|(1999) fiihrt eine einmalige Gabe von Disulfiram beziiglich der
CYP zu einer spezifischen Hemmung von CYP2E1. Eine chronische Disulfiramappli-
kation verursacht bei Ratten eine deutlichen Verringerung des Anteils an reduzier-
tem GSH in Leber und Gehirn. Grund hierfiir ist nach Nagendra u.a. (1994) eine
verminderte Glutathionreduktase-Aktivitdt. Gesteigerte Aktivitdaten der Uridindiphos-
phatglucuronosyltransferase sowie einer Anzahl weiterer Enzyme des Glucuronsaure-
Metabolismus durch Disulfiram stellte Marselos u. a.| (1976) in seinen Untersuchungen
fest.

In vorangegangenen Analysen von Ma| (2001) zeigte sich fiir 1-HMP tendenziell
eine Erhohung der DNA-Adduktniveaus sowie der Mercaptursdureausscheidung. Die
Variabilitdt innerhalb der von Ma behandelten Gruppe von fiinf Tieren war jedoch
recht hoch, so dass keine statistisch signifikante Aussage getroffen werden konnte.

Hinsichtlich der ebenso im Rahmen dieses Projektes von Donath| (2008) bestimmten
Modulation DNA-Addukte durch Disulfiram zeigt sich bei den 1-HM-8-MP behandel-
ten Tieren nach 1,5h ein leichter Anstieg sowohl in Leber als auch in der Niere mit 153
bzw. 126 % gegeniiber den Kontrollen. Nach 24 h ist dieser Unterschied jedoch nicht
mehr feststellbar.

Der Einfluss des Disulfirams auf die Mercaptursdurebildung von 1-HM-8-MP er-
weist sich als gegenldufig im Vergleich zu 1-HMP. Ein Grund hierfiir kdnnte die
hohere Effizienz der ALDH beim Umsatz des entsprechenden Aldehyds 1-Formyl-
8-methylpyren (1-F-8-MP) sein. Denn nach Daten von (Glatt u.a. (im Druck) zeigt die
hALDH? fiir den Umsatz des 1-F-8-MP im Gegensatz zu 1-FMP eine wesentlich hohe-
re Effizienz (V4. /Ky 9100 bzw. 103 ml/min/mg). Hierfiir sprechen auch die Ergeb-
nisse zur Ausscheidung des Carbonsdure-Metaboliten, die trotz der Disulfiramgabe
keine Reduktion gegentiber der Kontrollgruppe aufweisen. Die beobachtete, reduzier-
te Mercaptursdureausscheidung der Disulfiram behandelten Ratten konnte auf eine
Hemmung der GST zuriickzufiihren sein. Nach Ploemen u.a. (1996) liegt der ICs
tiir Diethyldithiocarbamat der rGSTT bei 350 pM. Diese Konzentration ist bei der ver-
wendeten Dosis von 0,25 mmol/kg KM theoretisch erreichbar, wobei der umfassen-
de Metabolismus sowie die Reversibilitdit der Hemmung bertiicksichtigt werden muss.
Gerade die lange Zeitdifferenz von 17 Stunden zwischen Disulfiram- und 1-HM-8-MP-
Applikation ermoglicht einen umfassenden Metabolismus des Disulfirams. Somit ist
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aufgrund der unterschiedlichen Affinitdten zu ALDH bzw. GST und den daraus resul-
tierenden Substratverhéltnissen in vivo offensichtlich bei 1-HM-8-MP die Hemmung
der GST und nicht der ALDH zu beobachten, der umgekehrte aber Fall bei 1-HMP.
Hinsichtlich der von Donath! (2008) beobachteten leichten Erhohung der hepatischen
und renalen DNA-Adduktniveaus ist es somit fraglich, ob diese durch eine ALDH-
Hemmung oder vielmehr durch eine Hemmung der GST hervorgerufen werden.

Eine reduzierte Wirkung des Disulfirams durch eine 1-HM-8-MP vermittelte Hem-
mung der an seiner Bioaktivierung beteiligten Enzyme (Glutathionreduktase, S-Me-
thyltransferase, CYP, GST, -GT, DP und mNAT) ist aufgrund der grofien Zeitdifferenz
von 17h zwischen den Applikationen unwahrscheinlich.

3.7 Ausblick

Ein Aspekt, der sich in dieser Arbeit immer wieder als interessant erwiesen hat, ist
die Frage nach dem Transport von alkPAK-Metaboliten. In vorangegangenen Untersu-
chungen von Ma| (2001)) zeigten sich bereits hohere DNA-Schdden in der Niere als in
der Leber von 1-HMP behandelten Ratten, obwohl letztere die deutlich hohere Sulfo-
nierungskapazitdt aufweist. Hierzu konnte im Rahmen dieser Arbeit gekldrt werden,
dass 2-SMP hochaffin an Albumin bindet und 4-SMP durch OAT in Nierenzellen auf-
genommen wird. Unklar ist jedoch der Export der z. T. instabilen benzylischen Sulfate
aus der Leberzelle, der Einfluss der Struktur der benzylischen Sulfate auf die Albu-
minbindung und die Substratspezifitit der OAT. Ebenso sind Messungen der Sulfat-
konzentration in vivo und Versuche mit Modulatoren fiir die Albuminbindung und
die entsprechenden beteiligten Transporter mogliche Fragestellungen kiinftiger Unter-
suchungen.

In den hier beschriebenen in-vivo-Ergebnissen zeigte sich fiir 1-HM-8-MP eine we-
niger ausgepragte DNA-Schadigung in der Niere als bei der Behandlung mit 1-HMP
(Donath, 2008). Weiterhin unterschied sich die Verteilung zwischen Urin und Fazes
tiir die entsprechenden Mercaptursduren deutlich Diese Beobachtungen deuten
auf Unterschiede in der Substratspezifitdt der beteiligten Enzyme und Transporter hin.
Fiir eine weitere Aufklarung des Metabolismus von alkPAK sind hierzu detailierte
Untersuchungen in vitro und in vivo erforderlich.
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4 Material und Methoden

4.1 Verwendete Chemikalien und Geréate

4.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Bei der Probenaufarbeitung sowie als Fliefsmittel fiir die HPLC und UPLC wurde ge-
nerell Reinstwasser mit einer Leitfahigkeit <0,06 uS/cm verwendet. Die fiir die Chro-
matographie eingesetzten Losungsmittel waren von HPLC-Qualitdt und wurden ent-
weder von Roth (Karlsruhe) oder Promochem (Wesel) bezogen. Fiir die Massenspek-
trometer wurden die Reinstgase Stickstoff und Argon verwendet. Alle anorganischen
Sauren, Laugen und Salze waren mindestens von p.a. Qualitdt und wurden von Merck
(Darmstadt), Fluka (Buchs, Schweiz), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Miinchen) oder
Acros (Geel, Belgien) bezogen. Alle alkPAK und alkPAK-Derivate wurden durch die
Arbeitsgruppe Seidel, Biochemisches Institut fiir Umweltcarcinogene, Prof. Dr. Gernot
Grimmer-Stiftung, Lurup 4, 22927 Grosshansdorf zur Verfligung gestellt.

Des Weiteren wurden folgende Chemikalien und Verbrauchsmaterialien verwendet:

® Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium mit 4500 g/1 D-Glucose und L-Glutamin,
ohne Natriumpyruvat, Gibco BRL, Eggstein

¢ Fotales Kélberserum (FKS) Charge 548 B, Biochrom, Berlin

¢ Penicillin/Streptomycin: 5000 Einheiten/ml Penicillin G (Na-Salz),
5000 pg/ml Streptomycin-Sulfat, Gibco BRL, Eggstein

¢ Trypsin: 0,05 % in 0,53 mM EDTA x4Na, Invitrogen, Karlsruhe
* [Methyl-*H|Thymidin, 740 GBq/mmol, ICN Eschwege
* Gewebekulturschalen (T75) 75 cm?, Greiner, Frickenhausen

¢ Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase aus Backerhefe,
140 Einheiten/mg, 10 mg/2 ml, Roche Applied Science, Mannheim

¢ PAPS, Dr. Schneider, Abteilung Erndhrungstoxikologie, Deutsches Institut fiir
Erndhrungsforschung, 14558 Nuthetal
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BCA Protein Assay Kit, Pierce, Rockford USA

SPE-Sdulen Chromabond C18 ec Polypropylensdulen in den Groflen 100 mg, 1 ml
und 200 mg, 3 ml, Macherey & Nagel, Diiren

Isolute Sorbent, MSPD C18, 40-70 micron, Separtis, Grenzach-Wyhlen
Leere SPE Tubes 12cc Polypropylen, Phenomenex, Aschaffenburg
Nutrient Broth Nr.2, Oxoid, Basingstoke UK

Ampicillin Na-Salz, Biomol, Hamburg

Dulbecco’s Modified Minimum Essential Medium mit 4500 g /1 D-Glucose, Gibco
BRL, Eggstein

Blasticidin, Sigma-Aldrich, Miinchen

4.1.2 Gerate

Ultra-Turax zur Herstellung der Fazeshomogenate: Ultra-Turax T25 von IKA La-
bortechnik (Staufen)

Zellzdhler: Casy-1, Schirfke System (Reutlingen)

Plattenlesegerit fiir [*H]Thymidin: Micro Beta Trilux von Wallac (Turku, Finn-
land)

Zellernter: Cell Harvester von Inotech (Dottikon, Schweiz)

Ultraschallsonde zur Herstellung der Salmonella-Cytosole: Vibra Cell von Bio-
block Scientific (Frankreich)

HPLC-System zur Analyse der Mikrosomeninkubationen: Hochdruckpumpe
600E, Autosampler 717AS, Photodiodenarray-Detektor 996PDA und Steuerungs-
software Millenium Version 2.10 von Waters (Eschborn) und Fluoreszenzdetektor
RF-551 von Shimadzu (Duisburg)

HPLC-MS zur Analyse der Halbwertszeiten der benzylischen Schwefelsdu-
reester: Tandem-Massenspektrometer Triple Quadrupol Quattro II mit Elektro-
sprayionisation von Micromass (Altincham, UK) gekoppelt mit Waters Allian-
ce separations module 2690 mit Steuerungssoftware MassLynx 3.10 von Waters
(Eschborn)
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¢ HPLC-System zur Analyse der Sulfonierungsaktivititen und der Halbwertszei-
ten der benzylischen Schwefelsdureester: Pumpensystem SLC-10Avp, Autosamp-
ler SIL-M10Avp und Fluoreszenzdetektor SPD-M10 Avp mit Steuerungssoftware
Class-VP6 von Shimadzu (Duisburg)

¢ UPLC-MS zur Analyse der Metabolitenspektren, der Mercaptursdaure und ben-
zylischen Carbonsdure-Proben: Tandem Quadrupol Massenspektrometer Micro-
mass Quattro Premier XE gekoppelt an das UPLC-System ACQUITY mit Steue-
rungssoftware MassLynx V4.1 von Waters (Eschborn)

4.2 in-vitro-Inkubationen

4.2.1 Mikrosomeninkubationen
Biologisches Material

Die Rattenleberproben stammen von acht bis neun Wochen alten mannlichen Fischer
344 /Crl Ratten und wurden im Rahmen der Arbeit von Hollnagel (2004) gewonnen.

Die humanen Leberproben wurden von R. Santos vom Institut fiir Toxikologie der
Universitdt Mainz zur Verfiigung gestellt. Die verwendeten Proben stammen von drei
ménnlichen Patienten, zu deren medizinischer Vorgeschichte keine nidheren Angaben
vorliegen. Die vorgegebene Nummerierung der Proben wurde in dieser Arbeit beibe-
halten, d.h. es wurden die Proben der Personen 2, 4 und 5 eingesetzt.

Gewinnung der Mikrosomen

Die Mikrosomen werden durch Homogenisation und Zentrifugation aus Lebern von
Ratten sowie aus humanen Leberproben gewonnen. Das letzte Pellet der von Glatt u. a.
(1994d) beschriebenen Methode zur Cytosolgewinnung stellt die Mikrosomenfraktion
dar. Nach einem Waschschritt mit Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH 7,4) werden die
Mikrosomen bis zur Inkubation bei -80 °C gelagert.

Bestimmung des Proteingehaltes

Der Proteingehalt der Mikrosomen wird nach der Bichinonsduremethode mit einem
Testkit von Pierce (Rockford, USA) durchgefiihrt. Hierbei fithren Proteine zur Redukti-
on von Kupfer(Il) zu Kupfer(I), welches als Bichinonsdurekomplex mit einer empfind-
lichen, photometrischen Messung bei 562 nm bestimmt werden kann. Die Bestimmun-
gen erfolgen nach dem ,Enhanced Protocol” fiir einen Messbereich von 5-250 ng/ml.
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Inkubation mit alkPAK

Die alkPAK werden mit 12pM (6 pl einer 2mM DMSO-Stammlosung) bei 37 °C fiir
30 min mit Suspensionen von rL und hL und fiir 7 min mit rLA inkubiert. Das Reakti-
onsgemisch mit einem Gesamtvolumen von 1 ml enthilt: 400 pg mikrosomales Protein,
50 uM Kaliumphosphatpuffer(pH=7,4), 3 mM Magnesiumchlorid, 1 mM EDTA und ein
NADPH-generierendes System bestehend aus 1 mM NADP, 5 mM Glucose-6-phosphat
und 0,7U Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase. Die Inkubation wird durch die Sub-
stratzugabe gestartet und nach Ende der Inkubationszeit durch Schockgefrierung in
fliisssigem Stickstoff gestoppt. Folgende Negativkontrollen werden durchgefiihrt: rei-
nes DMSO ohne weiteres Substrat, Substrat ohne mikrosomales Protein und Substrat
mit mikrosomalem Protein ohne Cofaktoren. Die Aufarbeitung der Inkubationen zur
anschlielenden HPLC-Analyse erfolgt tiber SPE-Kartuschen. Die Proben werden auf
Eis aufgetaut, zur Sammlung kurz zentrifugiert (1 min, 600 ¢) und mit 6 ul 0,2 mM Py-
ren als internem Standard versehen. Nach Zugabe von 177 pl 2-Propanol je Probe zur
Proteinfallung werden die Proben auf konditionierte 1 ml SPE-Saulen C18ec tiberfiihrt.
Die Konditionierung der Sdulen erfolgt mit zweimal 1 ml Methanol und 1 ml Wasser/2-
Propanol (85:15). Nach dem Durchlauf der Proben {iiber die Sdulen werden diese mit
zweimal 0,5 ml Wasser /2-Propanol (85:15) gewaschen. Die anschliefSende Elution nach
dem Trocknen der Kartuschen wird mit zweimal 0,5 ml Dichlormethan vorgenommen.

4.2.2 Zellkultur mit CYP profizienten V79-Zelllinien

In 75 cm? Gewebekulturschalen werden 1,5 - 10° Zellen fiir 14 h in 10 ml Medium vorin-
kubiert (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit 5 % fotalem Rinderserum,
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin). Das Medium wird dann gegen 3 ml
DMEM mit 1uM der entsprechenden Alkylpyrene ausgetauscht. Die Kulturen wer-
den fiir entsprechenden Inkubationszeiten weiterhin bei 37 °C und 5 % CO,-Sittigung
gehalten. Zur Negativkontrolle werden Zellen ohne Alkylpyrene mit und ohne DM-
SO sowie Medium mit Alkylpyrenen, aber ohne Zellen inkubiert. Am Versuchsende
werden die Zellen bis zur Aufarbeitung in fliissigem Stickstoff eingefroren. Zur Bestim-
mung der Zellzahl werden Zellen, die nur mit DMSO inkubiert worden sind, direkt
geerntet und iiber einen Zellzdhler (Casy-1, Schirfke System, Reutlingen) gezéhlt. Die
Aufarbeitung der Zellinkubation erfolgt wie die der Mikrosomeninkubation tiber SPE-
Kartuschen C18ec, die allerdings eine Kapazitdt von 200 mg und ein Volumen von 3 ml
haben. Die Zellen werden aufgetaut, vom Boden der Kulturflaschen abgeschabt, mit
61l 0,2 mM Pyren als internem Standard und zur Proteinfallung mit 0,3 ml konzentrier-
ter H3PO4 sowie 0,53 ml 2-Propanol je Probe versehen. Die Konditionierung der SPE-
Kartuschen wird mit 2-mal 2ml Methanol und 2ml Wasser/2-Propanol (85:15) vor-
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genommen. Zum Waschen der Sdulen nach Probendurchfluss werden dreimal 0,5ml
Wasser/2-Propanol (85:15) verwendet und nach dem Trocken wird mit dreimal 0,5 ml
Dichlormethan eluiert.

4.2.3 Halbwertszeitbestimmungen benzylischer Schwefelsaureester

Die benzylischen Schwefelsdureester werden in DMSO gelost. Zur Messung werden
sie auf entsprechende Konzentrationen in vortemperiertem Wasser zu Losungen mit
1 oder 10 % DMSO verdiinnt. Der Konzentrationsbereich fiir Pyrenderivate, die mit
HPLC-Fluoreszenz gemessen werden, liegt zwischen 100 — 600nM. Fiir die Benzo-
[a]pyrenderivate werden Konzentrationen von 10 — 20 uM bei der Fluoreszenzdetekti-
on eingesetzt. Fiir die Messungen mittels Massenspektrometrie werden 30 uM Losun-
gen verwendet aufler fiir 1-a-SEP, hier wird eine 3mM Losung verwendet. Bei Halb-
wertszeiten unter 30 min wird fiir jeden Zeitpunkt eine eigene Verdiinnung angesetzt,
bei lingeren Halbwertszeiten kénnen Mehrfachmessungen aus einer Losung vorge-
nommen werden. Die Methode fiir die HPLC-Fluoreszenz-Detektion ist in Abs. £.5.3]
beschrieben, die HPLC-MS-Methode in Abs.

4.2.4 Cytosolinkubationen

Die Anzucht der rekombinanten S. typhimurium TA1538(a) sowie die Cytosolherstel-
lung erfolgen wie von Meinl u. a. (2002) beschrieben. Die Bestimmung des Proteinge-
haltes erfolgt mit dem BCA-Testkit von Pierce (Abs. [4.2.T).

Fiir die Inkubation werden 75 ng Cytosol in 50 mM TRIS-Puffer (pH 7,0) mit 50 pM
PAPS und 5pM Magnesiumchlorid sowie 50, 10 bzw. 1 uM benzylischem Alkohol ver-
wendet. Die Reaktion wird durch die Substratzugabe gestartet. Das finale Volumen
betrdgt 0,5 ml. Die Inkubation wird nach 15 min bei 37 °C durch Zugabe von 250 ul kal-
tem Aceton gestoppt. Der Uberstand einer fiinfminiitigen Zentrifugation bei 11 000 g
wird zur HPLC-Analyse eingesetzt. Die HPLC-Methode mit Fluoreszenzdetektion ist
in Abs. .5.3|beschrieben.

4.2.5 Zellkultur mit hOAT profizienten HEK-Zelllinien

Die Anzucht, Behandlung und Aufarbeitung der Zellen ist in Bakhiya u. a.| (2006) be-
schrieben. Die Inkubation erfolgte nach 2-tigiger Anzucht von 2 x 10° Zellen/Well in
Dulbecco’s modified minimum essential medium (high glucose) mit 10 % fotalem Kal-
berserum, 100 unit/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 5 nug/ml Blasticidin. In-
kubiert wurde in Ringerlosung mit 10 uM 4-SMP bei 22 °C fiir 15 min. AnschliefSend
wurden die Zellen dreimal mit kalter Ringerlosung gewaschen, mit 1N Natronlauge
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(0,25 ml/Well) lysiert, mit 1N Salzsdure (0,25 ml/Well) neutralisiert und das Protein
mit 1 ml Aceton/Well prizipiert. Ein Aliquot von 10l des Uberstandes wurde mittels
der unter Abs. beschriebenen HPLC-Fluoreszenz-Methode untersucht.

4.3 Tierversuche

4.3.1 Tiere und Tierhaltung

Die jungen adulten mannlichen Ratten (Stamm: Wistar(HAN), Ziichter: Charles River
Laboratories, Genetisch/Hygienischer Status: Auszucht/konventionell) im Alter von
6 bis 8 Wochen werden nach einwochiger Adaptation im Versuch eingesetzt. Das Kor-
pergewicht zu Versuchsbeginn liegt bei etwa 200 g. Sowohl die Haélfte der Adaptation
als auch die Versuche erfolgen in Einzelhaltung in Stoffwechselkéfigen. Soweit nach-
folgend nicht anders beschrieben, haben die Tiere wihrend der gesamten Zeit freien
Zugang zu Futter und Trinkwasser.

4.3.2 72 Stunden Zeitversuch

Drei Tieren wird zu Versuchsbeginn jeweils 83,3 pumol/kg KM 1-HMP gelost in DM-
SO (0,5ml/kg KM) i.p. appliziert. Anschlieflend werden Urin und Fizes nach 8, 24,
32, 48, 56 und 72h aus den Sammelgefdfien der Stoffwechselkifige entnommen. Zu
Versuchsende werden die Tiere dekapitiert.

4.3.3 24 Stunden Versuch mit Modulatoren

Jede Versuchsgruppe umfasst 5 Tiere. Diesen wird zu nédchst der Modulator und nach
einer gewissen Zeitspanne der benzylische Alkohol verabreicht. Die Tiere werden zur
besseren p.o.-Applikation der Modulatoren iiber Nacht vor Versuchsbeginn niichtern
gehalten. Die Modulatoren werden als wassrige Losungen geschliindelt, Dosen und
Zeitabstande zur Substanzapplikation sind in Tab. aufgefiihrt. Die benzylischen
Alkohole 1-HMP und 1-HM-8-MP werden i.p. als DMSO-Losung (0,5ml/kg KM) in
einer Dosis von 83,3 umol/kg KM injizieren. Nach Applikation der benzylischen Al-
kohole werden fiir 24 h bei freiem Zugang zu Futter und Trinkwasser Urin und Fazes
gesammelt. Zu Versuchsende werden die Tiere durch Dekapitation getotet.
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Tabelle 4.1: Dosen und Zeitabstinde bis

Modulator Dosis, Zeit,
zur Verabreichung der benzylischen Al- mmol/kg KM min
kohole der alkPAK fiir die im Tierver-
such eingesetzten Modulatoren. Pentachlorphenol 0,04 40

Quercetin 0,04 90

Ethanol 35 10

4-Methylpyrazol 1 10

Disulfiram 025 17h

4.4 Aufarbeitung der in-vivo-Proben

4.4.1 Metabolitenanalyse im Urin

Die bei —80°C gelagerten Urinproben werden aufgetaut, 10 min bei 13 150 g zentri-
fugiert und der Uberstand 1 zu 10 mit Wasser verdiinnt. Zur UPLC-UV-MS-Analyse
wird die in Abs.[4.5.5 beschriebene Methode verwendet.

4.4.2 Analyse der Alkylpyrenylmercaptursauren in Urin und Fazes
Urin

Die bei —80°C als 1 ml-Aliquots gelagerten Urinproben werden aufgetaut und mit je
200l Citratpuffer (20mM, pH 2) und 500 ul 1N HCI versetzen, so dass ein pH-Wert
von etwa 1,6 erzielt wird. Im Anschluss erfolgt eine Festphasenextraktion tiber C18ec-
Kartuschen von Macherey & Nagel (Kapazitdt 100 mg). Die Sdulen werden mit 1ml
Citratpuffer (20mM, pH 2) konditioniert und nach Probendurchlauf getrocknet. Die
Elution erfolgt mit 1 ml Ethylacetat. Dem Eluat werden 10 ul DMSO hinzugefiigt, be-
vor es mittels SpeedVac bis auf den DMSO Riickstand eingeengt wird. Der Riickstand
wird in 90 ul Methanol aufgenommen und nach einer Zentrifugation (5 min, 6700 rpm)
zur Analyse eingesetzt. Die UPLC-MS/MS-Analyse wird mit der in Abs. darge-
stellten Methode vorgenommen.

Als Positivkontrolle dient Kontrollurin, der von den Tieren vor Substanzapplikati-
on gewonnen wurde, und dem, bevor er obiger Aufarbeitung unterworfen wird, 5ul
10 pM 1-MPMA zugesetzt wurde. Dies entspricht einer Standardaddition von 0,5 pM
bzw. 50 pmol.

Die Wiederfindung der Methode liegt nach 7 Doppelbestimmungen bei 91415 %
(Mittelwert+-Standardabweichung).
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Fazes

Ein Aliquot von 1g der bei -80 °C gelagerten Fazesproben wird jeweils in 3 ml Wasser
mit einem Ultra-Turax homogenisiert. Aus 0,25g dieses Homogenats, 1 g Isolute und
75ul 1N HCl wird eine homogene Mischung hergestellt und in SPE-Sdulen (Volumen
8ml, Phenomenex) verfiillt. Diese Sdulen werden mit C18ec-Kartuschen (Kapazitat
100mg, Macherey & Nagel) gekoppelt, die zuvor mit je 1ml Methanol und Citrat-
puffer (20mM, pH 2) konditioniert worden sind. Die gekoppelten Sdulen werden mit
5ml Citratpuffer gewaschen, getrocknet und anschlieflend wird die Mercaptursidure
mit 5ml Methanol eluiert. Dem Eluat werden 20 ul DMSO hinzugefiigt, bevor es bis
auf dieses Volumen mittels SpeedVac eingeengt wird. Der Riickstand wird in 180 ul
Methanol aufgenommen, zentrifugiert (5 min, 6700 rpm) und zur Analyse eingesetzt.
Die Methode zur UPLC-MS/MS-Analyse ist in Abs. [4.5.6 beschrieben.

Als Posivitkontrollen dienen Homogenate von Fazes, die vor der Substanzapplika-
tion bei den Tieren gewonnen wurden. Den 0,25 g Homogenat werden vor der Auf-
arbeitung 10 ul 1 uM 1-MPMA zugesetzt. Dies entspricht einer Standardaddition von
50nM bzw. 10 pmol.

Die Wiederfindung der Methode liegt nach 7 Doppelbestimmungen bei
94428 % (Mittelwert+Standardabweichung).

4.5 Chromatographie

4.5.1 HPLC-Fluoreszenz-Methode zur Bestimmung benzylischer Alkohole
Pyrenderivate

Die Metaboliten der Mikrosomeninkubation werden mit einer Waters 600E HPLC-An-
lage auf einer RP-Sédule (Supelcosil LC 18 DB, 4,6*250 mm, 5 um) getrennt. Die Detekti-
on erfolgt tiber einen Photodiodenarray-Detektor (PDA) Waters 966 und eine Fluores-
zenzdetektor vom Typ Shimadzu RF 551. Als Eluenten werden eingesetzt: A-Wasser
mit Phosphorsdure, pH=2,3 und B-Methanol/Acetonitril (50/50). Der Gradient ver-
lauft innerhalb von 5min von 80% zu 30% A, wird fiir 15min isokratisch gehalten,
gefolgt von Abnahmen auf 15% A in 18 min und auf 2% A in 2min. Nach 6 min bei
2% A wird auf 80 % A zuriickgespiilt und diese fiir 14 min gehalten. Die Flussrate be-
tragt 1 ml/min, die Sdulentemperatur 30 °C. Das Injektionsvolumen liegt bei 20 ul. Zur
Quantifizierung werden die Fluoreszenzsignale bei A,y = 334 nm und A, = 392 nm ver-
wendet. In Abb. 4.1|sind beispielhaft Chromatogramme fiir verschiedene Inkubationen
und Kontrollen dargestellt.
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Abbildung 4.1: Fluoreszenz-Chromatogramme von Standards, Mikrosomeninkubatio-
nen und Negativkontrollen am Beispiel von 2-MP (Abs. [#.2.)): a — Standard fiir 2-HMP,
P und 2-MP, b — ohne Mikrosomen, ¢ — inaktiv, d — Vehikelkontrolle, DMSO, e und f -
reprasentative Inkubationen von 2-MP mit rL-Mikrosomen. Die Chromatographieme-
thode ist in Abs. [£.5.1]beschrieben.
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Benzo[a]pyrenderivate

Die Metaboliten der alkylierten Benzo[a]pyrene werden an der gleichen HPLC-Anlage
wie die der alkylierten Pyrene analysiert. Als Sdule dient ebenso eine RP-Siule (Su-
pelcosil LC 18, 4,6*250 mm, 5 um). Zur Elution wird eingesetzt: A — Wasser mit Phos-
phorsdure, pH=2,3 und B - Acetonitril. Die Trennung erfolgt isokratisch bei 30 % A
tiber 40 min. Die Flussrate betrdgt 1 ml/min, die Sdulentemperatur 30 °C. Das Injekti-
onsvolumen liegt bei 20 pl. Zur Quantifizierung werden die Fluoreszenzsignale bei A,
=392nm und A, = 432 nm verwendet.

4.5.2 HPLC-Fluoreszenz-Methode zur Bestimmung von Enantiomeren und
Positionsisomeren bei Hydroxyethylpyrenen

Eine chirale Trennung auf einer ChiralCel OJ (15cm x 4,6 mm, 5 um, Daicel Chemical
Industries LTD) mit einem Gradienten aus Ethanol (A) und n-Heptan (B) (beginnend
mit 20% A tiber 8-20min 5% A und zurtick zu 20 % A bei 22 min) wird fiir Inkuba-
tionen aller Mikrosomenarten (rL, rLA, hL) durchgefiihrt. Bei 1- und 2-HEP wird der
HEP-Peak zuvor mittels RP-HPLC aus der Probe isoliert und das Losungsmittel ent-
fernt, bei 4-HEP wird lediglich die Probe getrocknet. Diese getrockneten Isolate bzw.
Proben werden zur Analyse in Ethanol/n-Heptan (50+50,vv) aufgenommen. Bei der
Trennung kann auch der w-Alkohol von den anderen Positionsisomeren unterschie-
den werden. Eine Untersuchung kann aufgrund fehlender weiterer Standards nur fiir
1-w-HEP vorgenommen werden. Die Quantifizierung wird anhand der Fluoreszenzsi-
gnale bei Ay = 334nm und A, = 392nm vorgenommen. Als HPLC-Anlage dient die
unter Abs. erwdhnte Waters 600E mit den gleichen weiteren Komponenten. In
Abb. 4.2|sind einige mit dieser Methode erzielte Chromatogramme dargestellt.

4.5.3 HPLC-Fluoreszenz-Methode zur Bestimmung benzylischer
Schwefelsaureester

Der Nachweis der benzylischen Schwefelsdureester sowie ihrer Alkohole erfolgt nach
Auftrennung iiber eine RP-Sdule (Phenomenex Gemini C18, 250 x3 mm, 5um) mit ei-
nem isokratischen Fliefmittelgemisch aus Methanol mit 20 % Wasser und 0,05 % Trie-
thylamin bei einer Flussrate von 0,2 ml/min. Die Sdulentemperatur liegt bei 30 °C, die
des Autosamplers bei 4°C. Zur Quantifizierung werden die Fluoreszenzsignale bei
Aex = 334nm und A,y = 392nm fiir Alkylpyrensulfate und A,y = 392nm und Ay
= 432nm fiir Alkylbenzyl[a]pyrensulfate verwendet. Die zur Durchfithrung genutzte
HPLC-Anlage ist eine Shimadzu SLC-10Avp mit einem Shimadzu SIL-M10Avp Au-
tosampler sowie einem Shimadzu SPD-M10 Avp Fluoreszenzdetektor (Bakhiya u.a.,
2006).
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Abbildung 4.2: Fluoreszenz-Chromatogramme fiir die chirale Trennung von 4-a-HEP
aus Mikrosomeninkubationen nach Abs. [£2.T] mittels der in Abs. [£.5.2 beschriebenen
Chromatographie.
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4.5.4 HPLC-MS-Methode zur Bestimmung benzylischer Schwefelsaureester

Zur Messung der benzylischen Schwefelsdureester mittels Massenspektrometrie wird
eine HPLC-MS-Anlage verwendet. Als Fliefimittel wird ein Gemisch aus 95% Ace-
tonitril mit 4,5 % Ammoniumacetat (5%, pH 5,5) und 0,5 % Methanol eingesetzt. Die
Molekiilionen der Schwefelsdureester werden bei negativer Elektrosprayionisation mit-
tels ,Single Ion Reaction”-Modus detektiert (1-SM-6-MP: m/z326; 6-SMBP: m/z361;
6-SEBP:m/z375). Die Parameter fiir das Massenspektrometer werden wie folgt einge-
stellt: Capillary 2kV, Cone Spannung -20 eV, Extraktionslinse 5V, RF-Linse 0,3V, Sour-
ce-Temperatur 100 °C, Desolvation-Temperatur 300 °C, hohe und niedrige Massenauf-
16sen bei 13 und der Multiplier bei 650 V. Die eingesetzten Losungen der Schwefelsdu-
reester werden, wie in Abs. beschrieben, hergestellt.

4.5.5 UPLC-MS/MS-Methode zur Metabolitenanalyse im Urin

Die Analyse der Metaboliten wird mit einem Tandem Quadrupol Massenspektrometer
(Waters Micromass Quattro Premier XE) gekoppelt an ein UPLC-System (Waters AC-
QUITY) durchgefiihrt. Fiir die Trennung wird eine RP-Sdule (UPLC ACQUITY BEH
Phenyl, 1,7 pm, 2,1 - 100 mm) sowie als FliefSmittel A: 90 % Ammoniumacetat (10 mM)
mit 10 % Methanol bei pH 7,4 und B: Acetonitril mit 5% Methanol verwendet. Die
Sdulentemperatur liegt bei 37 °C, die Probentemperatur bei 4 °C. Bei einer Flussrate
von 0,45 ml/min wird nach einer Minute bei 95% A ein linearer Gradient zu 30% A
innerhalb von 6 min gefahren, bevor wieder auf die Anfangsbedingungen von 95% A
rekonditioniert wird.

Der PDA-Scan verlduft von 210 bis 400 nm. Mittels Massenspektrometrie werden
zur Identifizierung der Metaboliten folgende Bereiche gescannt: m/z 90-200, 200-325,
325-450 und 450-575. Die Einstellung fiir die Scans im negativen wie positiven Elektro-
spray-Modus sind in Tab. |4.2|aufgefiihrt. Zur weiteren Identifizierung von Metaboliten
werden jeweils Produkt-Ionen-Scans durchgefiihrt, deren Einstellungen im einzelnen
ebenso in Tab. 4.2| dargestellt sind.

4.5.6 UPLC-MS/MS-Methode zur Bestimmung von Alkylpyrenylmercaptursauren

Zur Auftrennung der Proben wird die in Abs. beschriebene UPLC-Methode ver-
wendet. Das Massenspektrometer wird im negativen Elektrospraymodus und einer
kollisionsinduzierten Fragmentierung mit Argon als Kollisionsgas betrieben. Die Ein-
stellung fiir die einzelnen Parameter sind in Tab. 4.2|in der Spalte ,,Mercaptursduren”
aufgefiihrt.

Die Detektion der Mercaptursduren erfolgt im MRM-Modus. Der Neutralverlust
der N-Acetyl-2-aminopropionsdure sowie der Verlust der gesamten konjugierten Sei-
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4 Material und Methoden

Tabelle 4.2: Einstellungen des Massenspektrometers fiir die Bestimmungen des Me-
tabolitenspektrums der Urinproben im negativen und positiven Elektrospray-Modus
sowie fiir die Identifizierung der 1-PCS, des benzylischen Schwefelsdureesters der 1-
PCS, der x-OH-8-MP-1-PCS und der Mercaptursduren 1-MPMA und 1,8-DMPMA.

Parameter Scan 1-PCS benz. x-OH-8-MP-1- Mercaptur-
- Schwefelsdure- PCS siuren
neg.  pos. ester 1-PCS

Capillary, kV -2,8 +0,5 0,5 -2,8 -2,8 -3,5
Cone Spannung, V 25 30 26 20 25 27
Extraktionslinse, V 5 5 3 5 5 3
RF-Linse, V 02 01 0,2 0,2 0,2 0,1
Source-Temp., °C 100 100 100 120 100 100
Desolvation-Temp., °C 450 450 450 450 450 450
Cone-Gas, 1/h 52 52 50 52 52 52
Desolvation-Gas, 1/h 750 850 950 750 750 950
Massenauflosung 1 13 13 13 15 13 13
Ionenenergie 1 0,5 04 0,5 0,5 0,5 0,5
Eingang T-Wave 50 50 -2 -2 -2 -2
Kollisionsenergie 0 0 15 30 30 18/37
Kollisionsgas, mbar 0 0 3x1073 3x1073 3x1073 3x1073
Ausgang T-Wave 50 50 2 2 +2 +2
Massenauflosung 2 135 13,5 13,5 15 13,5 13,5
Ionenenergie 2 2 15 1 2 2 2
Multiplier, V 630 650 630 630 630 630
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tenkette wird in parallelen MRM-Messungen aufgezeichnet. Zur Quantifizierung wird
das aus dem Neutralverlust resultierende Signal verwendet, das zweite Signal dient
der Identifizierung. Die Kollisionsenergien fiir die beiden Ubergénge sind bei 1-MPMA
und 1,8-DMPMA identisch. Sie liegen bei 18 eV fiir den Neutralverlust und 37 eV fiir
die Abspaltung der konjugierten Seitenkette. Der erste Ubergang fiir 1-MPMA ist von
m/z 376 zu m/z 247, der zweite zu m/z 201. Fiir 1,8-DMPMA werden die Ubergénge
m/z 390 zu m/z 261 bzw. zu m/z 215 gemessen. Die Nachweisgrenze bei der massen-
spektrometrischen Bestimmung liegt fiir beide Mercaptursduren bei 10 ppb (Bakhiya
u. a., 2007).
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A Zytotoxizitatstest

Die Zytotoxizitdt einer Substanz auf eine Zellpopulation wird im Vergleich zur Lo-
sungsmittelkontrolle {iber die wihrend 24 h neu gebildete DNA-Menge bestimmt. Die
Messung der DNA-Menge erfolgt mittels [PH]Thymidin-Markierung. Uber eine An-
derung der Menge der neu gebildeten DNA lassen sich Zytotoxizitdt, vermindertes
Zellwachstum, Anderungen der DNA-Menge pro Zelle und Apoptose erfassen.

Der Test wird in einer 96-Loch-Mikrotiterplatte mit 500 V79 hCYP1A1 Zellen pro
Loch durchgefiihrt, wobei die dufieren Locher nur mit Phosphatpuffer belegt wer-
den. Nach einer Vorinkubation von 24h in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s me-
dium mit 5 % fotalem Rinderserum, 100 U/ml Penicillin und 100 png/ml Streptomycin)
wird dieses Medium gegen Medium mit 0,2 % DMSO und folgenden Konzentratio-
nen an 2-MP (der getesteten Substanz) getauscht: 0; 0,1; 0,5; 1; 2,5; 5; 10; 40 und
80uM. Pro Konzentration werden 6, fiir die Losungsmittelkontrolle 12 Locher ver-
wendet. Nach 8-stiindiger Inkubation der Testsubstanz erfolgt die Zugabe des [PH]-
Thymidins (0,25p1Ci/Loch) und eine weitere Inkubation fiir 24h. Danach wird das
Medium entfernt, die Zellen trypsiniert und die Zellen eines jeden Wells auf ein Feld
einer Filterplatte {ibertragen. Diese Filterplatte wird laminiert und die Verteilung der
Radioaktivitdat mit dem Szintilationsmessgeridt Micro Beta Trilux gemessen.

Die Ergebnisse einer Doppelbestimmung sind in Abb. dargestellt. Bei einer Kon-
zentration von 10 uM Testsubstanz kommt es bereits zu einer Reduktion des DNA-
Gehaltes auf 774+4 % (Mittelwert+Range). Die effektive Konzentration, bei der eine
Reduktion auf 50 % vorliegt, betrdagt 32 uM. Um zytotoxische Effekte bei der Inkuba-
tion von alkPAK in V79-Zellen, die CYP heterolog exprimieren, auszuschliefSen, wird
eine Inkubationskonzentration von 1M als vertretbar angesehen.
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[*H]Thymidin-Einbau, % der Lésungsmittelkontrolle
140 ~

120 +

100 4 y=-1,7x+ 104

ECso = 32 uM
80 |
60 -

40 1

20 A

2-MP, uM
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Abbildung A.1: Ergebnisse einer Doppelbestimmung zur Zytotoxizitdt von 2-MP an
V79 hCYP1A1 Zellen mittels [*H]Thymidin-Einbau. Dargestellt sind Mittelwerte mit
Standardabweichungen berechnet als Prozente der Losungsmittelkontrollen.
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Ein Ausspruch einer ehemaligen Kollegin hat mich bis zuletzt begleitet: ,Man be-
kommt das Alles nur fiir’s Durchhalten, nur fiir’s Durchhalten!” Aus meiner Familie
habe ich die notwendige Unterstiitzung zum Durchhalten bekommen, um diese Ar-
beit anfertigen zu konnen. Ganz besonders mochte ich meinem Mann Jan-Mark dan-
ken: fiir die Unterstiitzung beim Schreiben und Setzen der Arbeit, fiir das Durchleiden
aller Hohen und Tiefen, fiir das gemeinsame Durchhalten auch wahrend seiner Pro-
motionszeit und nicht zuletzt fiir die Papa-Tage, -Nachmittage und -Abende, an denen
ich schreiben und korrigieren konnte. Auch meinen Eltern und Geschwistern danke
ich fiir alle praktische Hilfe und die seelische und moralische Unterstiitzung.
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